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Die Raumstruktur der Actinomycine 

Von Helmut Lackner ['I 

Fur Actinomycine, rote Chromopeptid-Antibiotica mit ausgeprigter antineoplastischer Wir- 
kung, lassen sich aufgrund ihrer einzigartigen Konstitution zahlreiche komplizierte Raumstruktu- 
ren forniulieren. Da diese die spezifische Aktivitit der Actinomycinniolekiile in der Wirtszelle 
weitgehend bestimmen, ist die Kenntnis der naturlichen, in Losung vorliegenden Strukturformen 
eine entscheidende Voraussetzung fur die Gewinnung detaillierter Vorstellungen iiber die biologi- 
sche Wirkungsweise der Actinomycine. Untersuchungen nach mehreren Methoden ergaben, 
daR alle Actinomycine trotz unterschiedlicher Primarstruktur dem gleichen, sehr charakteristi- 
schen, pseudo-C2-symmetrischen und bemerkenswert stabilen Raumstrukturtyp angehoren. 

1. Einfiihrung wirksame, jedoch sehr toxische Chromopeptide, die Actinomy- 
cine. Sie sind bereits seit 1940 bekannt, als Waksrnan und 
Wmdrufl'] Actinomycin A - das erste kristalline Antibioticurn 
iiberhaupt ~ isolierten. Inzwischen wurden uber dreiljig native 

Zahlreiche aus Erdproben isolierte S treptomycetenstamme 
produzieren orange-rote, antibiotisch und cytostatisch hoch- 

~ 

[*] Priv.-Doz. Dr. H. Lackncr 
Orgaiiitch-Chemisches Institiit der Universitiit 
34 Gottingen. TammannstraDe 2 

und eine Reihe synthetischer Actinomycine zuganglich[* 'I, 

die alle die gleiche typische Grundstruktur besitzen: zwei 
Pentapeptidlactonringe (siehe Abb. 1 b) sind mit einem Amino- 
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phenoxazinon-Chromophor verknupft (Abb. 1). Variiert wird 
diese Struktur durch die Abwandlung von Aminosauren in 
den beiden Peptideinheiten (vgl. Abb. 16). Uber Gewinnung, 
Trennung und Konstitutionsaufklarung von Actinomycinen 
sowie die erste Totalsynthese['] hat Brockrnann'2] zusamrnen- 
fassend berichtet 

a) 

L-MeVal L-Pro L-Pro L-MeVal 

CH3 CH3 

CO 
Val I - 

CH-CH (CH312 CH-CH (CH3 12 
I 
CO 

I 
N H  
X' 'ir, - 
' CO-CH-CH -0 

Abb. 1 .  a )  PrimarTtruktur des Actinomycins C, ( I ) .  ~ Dieses in der englisch- 
sprachigen Literatur mi1 ..D" bezeichnete Actinomycin ist das am beslcn 
untersuchtc und meist verwendete. Nach neueren Vorschlagen [6] wird es 
auch [Di-(2'-D-~alin)]actinomycin (kurz: Val >-AM) genannt. b) Pentapeptid- 
lactonring, schematisch. Val: Valin, Pro: Prolin, Sar: Sarkosin, MeVal: N-Me- 
thylvalin, Thr: Threonin. Man heachte, daB die NH-Gruppen in ( I )  noch 
zu den Threoninresten gehoren. ~ Zur Definition der Torsionswinkel Q und 
4 vgl. Abb. 3 und 13. 

Actinomycine unterdriicken das Wachstum gram-positiver 
Mikroorganisnien wie Bacillus subtilis noch in Konzentratio- 
nen von t0.1 pg/ml; dies entspricht etwa der Wirksamkeit 
von Penicillinen. Ihre ungewohnliche Toxizitst verhindert je- 
doch eine breitere chemotherapeutische Anwendung. So be- 
tragt die letale Dosis (LD50) fur Mause bei Actinomycin C1 
0.5-1 mg/kg (Phalloidin, das Gift des grunen Knollenblatter- 
pilzes: %2rng/kg) und die maximale, iiber mehrere Tage ver- 
teilte Toleranzdosis um 0.1 mg/kg. 

Die ausgepragten cytostarischen Eigenschaften des Antibio- 
ticums wurden zuniichst im Tierversuch (Ehrlich-Carcinom, 
Ascites-Tuniore) und spiiter auch bei selteneren Tumorarten 
des Menschen (Lymphogranulornatose, Wilms-Tumor, Chor- 
ioncarcinom) nachgewiesen. Vor allem bei Wilms-Tumor 
fiihrte die kombinierte Behandlung durch Chirurgie, Radio- 
therapie und Actinoniycingdben zu eindrucksvollen Erfolgen. 
Kinder erhielten dabei 8-10 Tage lang 10 pg Actinomycin C,  

(/)  pro kg Korpergewicht und Tag. Die Toleranzschwelle fur 
Erwachsene liegt noch tiefer. Dieser iiuBerst enge Spielraum 
zwischen effektiver und gefahrlicher Dosis - bei Penicillinen ist 
er uni das 10"fachq groRer - konnte bislang, etwa mit Hilfe von 
strukturell modifizierten Actinomycinen oder Derivaten, nicht 
wesentlich verbreitert werden. Naheres iiber Struktur-Aktivi- 
tiits-Beziehungen und die Anwendung von Actinomycinen fin- 
det sich in einer ausfiihrlichen Zusamrnenstellung von Meien- 
h0fl.r und Atherton"]. 

Die biologische Wirkung der Actinornycine beruht auf ihrer 
Komplexbildung mit den doppelstrangig-helicalen Desoxyri- 
bonucleinsiiuren (DNA) der Zelle (Abb. 2). Schon ein gebunde- 
nes Actinomycinmolekiil auf ca. 1000 Basenpaare['] bewirkt 
eine selektive, 50proz. Hemmung der DNA-abhangigen RNA- 
Synthese und damit des Proteinaufbaus. Hohere Actinomycin- 
Konzentrationen behindern auch die DNA-Replikation. Die- 
ser sehr zentrale Eingriff in den Zellstoffwechsel, bei dern 
das Actinomycin z. B. Bakterienzellen und Zellen eines damit 
infizierten Wirtsorganisrnus nicht prinzipiell unterscheidet - 
wie es bei Penicillinen der Fall ist -, macht die hohe Toxizitat 
der Actinomycine sowie auch die unter ihrem EinfluB entste- 
henden pathologischen Zellveranderungen verstandlich. Acti- 
nomycine nutzt man daher zunehmend fur zellbiologische 
Untersuchungen (Virusreplikation, Biosynthesen etc.). 

t 

Ahb. 2. Der C'hromophor (AC) eincs Actinomycinmolekiils schiebt sich zwi- 
schen Guanin-Cytosin-Paare der DNA-Doppelhelix (vgl. auch Abb. 18 und 
20). In) und (p) :  Pentapeptidlactongruppen. 

Fur die Komplexbildung mit der DNA wurden vor allem 
zwei Moglichkeiten diskutiert : a) eine Anlagerung des Actino- 
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mycins an die DNA iiber drei Chromophor-Desoxyguanosin- 
Wasserstoffbrucken[81 sowie b) ein Einschub-Modell [71. Nach 
b) schiebt sich das Actinomycinmolekul mit dem Chromophor 
selektiv zwischen zwei benachbarte Guanin-Cytosin-Basen- 
paare der DNA-Doppelhelix (Abb. 2), wobei es durch Wasser- 
stoffbrucken (vgl. Abb. 20), hydrophobe Krafte und n-Komple- 
xe reversibel gebunden wird. Neben der raumlichen Blockie- 
rung fuhrt dies zu lokalen Verzerrungen der DNA-Helix und 
damit zur Behinderung der Informationsiibertragung (Tran- 
skription) und der oben erwahnteu Folgeschritte. 

Mit b) im Einklang sind u. a. hydrodynamische Messungen, 
die eine Verlangerung der Helixstrange nach der Komplexie- 
rung anzeigen, gleichgewichtsdialytische und kinetische Befun- 
de (z. B. iiber die Lebensdauer des Komplexes[']) sowie neuer- 
dings NMR-[9- und rontgen-analytische Datenr'4-'61. 

Fur das Verstandnis der Wirkungsweise der Actinomycine 
und die Suche nach Varianten mit grol3erer therapeutischer 
Breite sowie den gezielten Einsatz von Actinomycinen bei 
molekular- und zellbiologischen Arbeiten sind moglichst de- 
taillierte Kenntnisse uber die Bildungsweise und den Aufbau 
der Actinomycin-DNA-Komplexe wichtig. Art und Ausmal3 
dieser Wechselwirkungen hangen entscheidend von der in 
Losung vorfiegenden Raumstruktur der Actinomycinmolekiile 
ab. 

2. Das Actinomycinmolekul 

Die durch Synthesen". "- "1 bestatigte Primarstruktur von 
Actinomycin C1 zeigt Abb. 1 : der Chromophor, die 2-Amino- 
4,6-dimethyl-3-oxo-phenoxazin-l,9-dicarbonsaure (,,Actino- 
cin"), ist iiber Saureamidbrucken mit zwei Pentapeptidlacton- 
gruppen [(a) und (p)] verkniipft. Deren Aminosauresequenzen 
1'=-5', und l'p-5'8 konnen ~ wie im Actinomycin C1 ( 1 )  
- gleich oder aber verschieden sein: man spricht demgemal3 
von iso- bzw. aiziso-Actinomycinen (vgl. Abb. 16). Infolge der 
Unsymnietrie des Chromophors sind jedoch auch strukturell 
iibereinstimmende (a)- und (j3)-Peptidlactoneinheiten nicht 
aquivalent. 

Nimmt man fur beide Peptidringe zunachst gleichartige, 
stabile und ebene Gerustkonformationen (Abb. 3 )  an, so kann 
sich jeder Peptidring unabhangig um seine N - C h  und die 
C ' X O -  bzw. C"-CO-Bindung (Abb. 1) drehen. Die Amid- 
bindung zwischen Chromophor und Peptidring sollte in der 
energetisch und sterisch begunstigten trans-Form verbleiben. 
Damit bestimmen die Torsionswinkel 4 1 , ~  und 41.8 sowie (PA 

und ( P ~  (Abb. 1 und 3 )  die Einstellung der Peptidebenen zuein- 
ander und in bezug auf die Chromophorebene. Eine Variation 

Abb. 3. Das Actinomycin-C ,-Molekiil (Abb. 1) schematisch yon oben skizziert 
(-N--NH2 Chromophorebene; E Peptidringebene; Seitenkette, 0 Dreh- 
punkte in den Chromophor-Peptid-Bruc~eii). 

der Winkel ( P ~ ,  (PB (Abb. 3 )  beispielsweise andert sowohl den 
Abstand der Peptidringe (d) als auch ihre Lage hinsichtlich 
der funktionellen Gruppen des Chromophors. Beides sind 

wichtige Parameter fur die Ausbildung der Actinomycin-Nu- 
cleotid-Komplexe. 

Abb. 4. CPK-Modell eines Actinomycin-C1-Molekiils in der rontgen-analy- 
tisch am Actinoinycin-Desoxyguanosin-Komplex [ 14-16] ermittelten Raum- 
struktur. - Unten der Chromophor mit der Aminogruppe vorn; links der 
(a)., rechts der (P)-Peptidring; in der Chromophorebene eine der strnkturstabi- 
lisierenden CO . . . HNV,,-Wasserstoffbricken. 

Molekiilmodelle (Abb. 4) zeigen nun, daI3 aus sterischen 
Griinden ein Durchdrehen oder eine quasi-koplanare Anord- 
nung der Peptidringe unwahrscheinlich ist. Vielmehr ergeben 
sich vier rotationsisomere Grundstrukturen (Abb. 5a-5d)rZz1. 
Eine KonformationsPnderung, etwa das Abknicken der Pep- 
tidebenen (Abb. 5e), stort diese Einteilung nicht. 

f b  b f  f f  bb 

rn 
Abb. 5 .  Rotationsisomere Grundstrukturen eines Actinomycinmolekuls (SA : 
Pseudo-C 2-Symmetrieachse). a) fb- (,,face-to-back), b) bf-, c)ff-, d) bb-Struktur, 
e) ff-Struktur mit abgeknickten Peptidebenen (,,Konformationswechsel"). 

Nachstliegende Ziele der Untersuchungen waren demnach: 
a) die Ermittlung der - auch in den iso-Actinomycinen wie 
(/) - nicht zwangslaufig gleichen Gerustkonformationen der 
(a)- und (P)-Peptidlactongruppen sowie b) die Klarung der 
auf den Chromophor bezogenen raumlichen Anordnung bei- 
der Peptideinheiten. Daneben interessierten mogliche Wech- 
selbeziehungen zwischen den am Chromophor in so enger 
Nachbarschaft fixierten (a)- und (P)-Peptidringen [(cc$)-in- 
teranulare Wechselwirkungen]. Da vor alfem die in Losung 
vorliegenden Raumstrukturen und deren Stabilitat untersucht 
werden sollten und fruhere Kristallstrukturanalysen[231 iiber- 
dies wenig befriedigend verlaufen waren, bot sich als bei weitem 
aussichtsreichste Untersuchungsmethode die NMR-Spektro- 
skopie an. 

3. Konformationen der freien Pentapeptidlactongruppen 

Fur die Konformationsstudien an den Peptidlactongruppen 
wurden anstelle des komplizierten Actinomycinmolekuls ( 1 )  
NMR-spektrometrisch leichter analy sierbare, synthetische De- 
rivate des einfachen Pentapeptidla~tons['~J (Abb. 6), also prak- 
tisch ,,halbierte" Actinomycine, eingesetzt. Diese im folgenden 
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alsfreie (nicht paarweise am Actinocinrest fixierte) Peptidlacto- 
ne bezeichneten Verbindungen (2) haben ebenfalls die Amino- 
sauresequenz des Actinomycins C1 ( I )  - es wurden auch 
andere untersucht -; die Acylreste sind Vorstufen des Chromo- 
phors. 

0 \,,y 
L-Thr _- -  I - - -  

co 

Abb. 6. ,,Freie" Pentapeptidlactone: ( 2 a ) ,  R ' = N 0 2 ,  R"=CH2C6Hs; ( Z h ) ,  

R"=CHZChHI, Lactonbindung geoffnet (Pfeil); ( 2 e ) ,  R'=NOI,  R"=CH2, 
Lactonbindung geoffnet (ffeil) (siehe d a m  auch Abb. 1 b). 

R '=N02,  R"=CH3; (2c) ,  R '=NHI,  R " = H :  ( Z d ) ,  R ' = N O z  

Modellbetrachtungen, 'H-NMR-Daten[241 und die bemer- 
kenswerte Stereospezifitat der LactonringschluR-Reaktion 
(2d)+(2a) und (2e)+  (2b)L1s~2411ie13enfur das 16gliedrige 
Cyclopeptid eine stark bevorzugte Gerustkonformation erwar- 
ten. Ausfiihrliche 'H- und 3C-NMR-Messungen zeigten aber 
bald, da8 das freie Peptidlacton (2) in Deuteriochloroform'2s1 
zwar eine einheitliche Konformation annimmt, diese jedoch 
keineswegs rnit der im Actinomycin C I vorliegenden uberein- 
stimmt. Einfliisse des Chromophors und mogliche Wechselbe- 
ziehungen zwischen den eng benachbarten Peptidgruppen 
muBten im Actinomycin einen weiteren Konformationstyp 
stabilisieren. Ob auch das freie Peptidlacton diesen Typ oder 
noch andere Formen, etwa in Abhangigkeit vom Solvens, 
ausbilden konnte, war - neben der Struktur dieser Konforme- 
ren - als nachstes zu klaren. 

Solche Untersuchungen setzen eine besonders zuverlassige 
Identifizierung zahlreicher 'H- und ' 'C-NMR-Signale (NCH', 
C"-H, N H  etc.) voraus. Diese gelang vor allem rnit syntheti- 
schen Peptiden und Actinomycinen, die an ausgewahlten Stel- 
len des Molekiils - u. a. auch spezifisch in der (a)- oder @)-Pep- 
tidkette - mit bis zu 15 Deuteriumatomen markiert worden 
waren[261. 

3.1. Abhangigkeit der Konformationen vom Liisungsmittel 

Das in unterschiedlich polaren Solventien von Benzol bis 
Wasser studierte Verhalten des freien Pentapeptidlactons (2) 
zeigte interessante Besonderheiten, die weder beim Actinomy- 
cin (Abschnitt 4) noch bei den linearen Pentapeptiden (2d) 
und (2e) oder deren Vorstufen auftreten. 

Der praktisch stereospezifisch ablaufende LactonringschluB 
(2d)-(2a)und (2e)+(2b)-ergelang nur bei Peptidketten 
niit der fur die Actinomycine typischen Konfigurationssequenz 
L m - L [ ' s l - ,  hat signifikante Verschiebungen der 'H- und 3C- 
Resonanzen zur Folge. Die resultierenden NMR-Spektren (vgl. 
Abb. 8, Spektrum C, und Abb. I l d )  sind fur das cyclische 
Peptid (2) sehr charakteristisch (NCH3, ~-HTI,~, 2-Hsdr) und 

erlauben beispielsweise dessen sichere Identifizierung - etwa 
bei biosynthetischen Studien - oder eine rasche Bestimmung 
von Cyclisierungsausbeuten. Sie zeigen auBerdem, dal3 das 
freie Pentapeptidlacton (2) in feuchtem Chloroform als giin- 
stigstem Losungsmittel nur eine, sehr temperaturstabile 
Konformation ausbildet. Diese haben wir als ,,C"-Konforma- 
tion (vgl. Abschnitt 3.2) bezeichnet. 

In Benzol liegt ebenfalls der ,,C"-Typ vor. Zum Unterschied 
von Chloroformlosungen bewirkt hier jedoch ein Anstieg der 
Peptidlacton-Konzentrationen (0.001 -0.1 mol/l) eine rasch 
fortschreitende Dimerisierung des Cyclopeptids (2). Das au- 
Bert sich u. a. in einer Verdoppelung des osmometrisch ermit- 
telten Molekulargcwichtes und zahlreicher Protonensigna- 
le["]. Genauere 'H-NMR-StudienlZ4. 2srlassen auf das Entste- 
hen einer unsymrnetrischen ft- oder bf-Anordnung schliel3en 
(vgl. Abb. 5). 

Verglichen mit den Daten in Chloroform zeigen die Spektren 
des freien Pentapeptidlactons (2) in Aceton uberraschend 
starke Verschiebungen zahlreicher 'H- und 'C-NMR-Signale 
(Abb. 8, C-A, und Abb. 11 d-I I c), die normale Solvenseffekte 
bei weitem ubertreffen. Charakteristische Kopplungskonstan- 
ten, u. a. Indikatoren fur die Grof3e des Torsionswinkels einer 
Bindung, sind ebenso verandert wie die Temperaturabhangig- 
keiten der G(NH)-Werte und die NH-ND-Austauschge- 
schwindigkeiten, die wiederum Ruckschlusse auf die Art der 
Wasserstoffbriicken erlauben. Die Befunde lassen sich nur 
mit durchgreifenden konformativen Umwandlungen im Pep- 
tidgerust erklaren12s* 291. Auch in Aceton entsteht lediglich 
eine temperaturstabile Struktur, die ,,A"-Konformation. - Die- 
ser ,,A"-Typ bildet sich ebenso in Dimethyldulfoxid, Tctrahy- 
drofuran, Methanol und ahnlichen Losungsmitteln. 
Aceton/Chloroform-Gemische enthalten das ,,A"- und das 

,,C"-Konformere nebeneinander. Das MengenverhEltnis hangt 
von der Solvenszusammensetzung a b  und kann direkt dem 
'H-NMR-Spektrum entnommen werden, das aus den sich 
anteilmaBig uberlagernden Spektren der beiden Einzelkonfor- 
meren (Abb. 8, A+C)  resultiert. In Aceton oder Methanol 
rnit 5 bis > 9 5 %  Wasser liegen ebenfalls beide Strukturen 
vor, hier aber zu stets etwa gleichen Anteilen. - Fur das 
Auftreten eines dritten Konformerentyps ergaben sich unter 
den ublichen MeBbedingungen keine Anhaltspunkte. 

3.2. Die ,,C-Konformation 

Nach allen charakteristischen 'H-NMR-Daten wird das 
,,C"-Konformere des freien Pentapeptidlactons (2)  durch eine 
feste intramolekulare Wasserstoffbriicke mit NHval  als Donor 
~ tab i l i s ie r t [~~] .  Nimmt man fur samtliche Amidbindungen des 
Peptidringes (b, e, h, k in Abb. 7) zunachst die energiearmere 
trans-Form an, dann zeigen Dreiding- und ebenso die raumfiil- 
lenden CPK-Molekiilmodelle, da8 die sterischen Verhaltnisse 
fur eine gestreckte NHval---OCsar-Brucke ideal sind. Alle ande- 
ren H-Bruckenacceptoren entfallen praktisch aus riumlichen 
Griinden, auch wenn man einzelne Amidgruppen (Abschnitt 
3.3)  cis-orientiert. Mit dieser transanularen H-Brucke (Abb. 
7), dem strukturstiitzenden Prolinring sowie unter Beriicksich- 
tigung der van-der-Waals-Radien der Atome liegt aber die 
Gerustkonformation des recht kompakten (Abb. 4) Peptidlac- 
tonringes bereits weitgehend fest. 

Zwei begrenzte Abwandlungen erlaubt noch der untere 
Ringteil m bis pLr4]. Die,sterisch gunstigste, in Abb. 7 skizzierte 
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Struktur steht im Einklang mit allen bislang erhaltenen 'H- 
und 3C-NMR-Daten. Diese betreffen u. a. die Ringbindungen 

(HC"-CPH,,,~90") und h, i (CO,,,, und H",,, ,,peri"-standig) 
sowie auch den Torsionswinkel @j, (= 180") und die C"-Cp- 
Bindungen der Valin- und Methylvalinreste. 

Pro 

c mit dem HN-C"Hv,,-Torsionswinkel $;, z 1 50"[30, 311 , P  

k r  V - 

Abb. 7. Die . ,C-Konformation des freien Pentapeptidlactons (2).  0 vgl. 
Abb. 6. Definition von @* siehe Abh. 13; N-Atome. 

mativen Umwandlung des Pentapeptidlactons vom ,,C"- in 
den ,,A"-Typ und umgekehrt ergeben (Abschnitt 3.3). Neuere 
Konformationsenergie-Rechnungen von De Snntis et al.[32] 
bestatigen die Moglichkeit zur Bildung der vorgeschlagenen 
NHv,l---OCsB~-Brucke, begiinstigen aber gleichzeitig ~ und 
dies ist mit NMR- und Modelldaten nicht vereinbar ~ fur 
die Val+ Pro- wid die Pro-Sar-Bindungen die cis-Form[""! 

3.3. Die ,,A"-Konformation 

Der Solvenswechsel Chloroform-Aceton verursacht, wie 
schon erwlhnt, eine Umwandlung der Geriistkonformation 
des freien Pentapeptidbdctons (2) und als. Folge davon 
markante Veranderungen der 'H- und 'C-NMR-Spektren. 
In den 'H-NMR-Spektren (Abb. 8, C-A) zeigt sich beispiels- 
weise am gesamten Verhalten des NHvdl-Protons, daR die 
transanulare H-Brucke des ,,C"-Konformeren in Aceton gelost 
und ~ bei jetzt riiumlich exponiert liegendem NH - intermole- 
kular zum Solvens hin ausgebildet wird (Abb. 10)[281. Die 
durch gezielte Deuteriummarkierungen einwandfrei zugeord- 
neten 2-H-Signale von Sarkosin, Methylvalin und Prolin sind 
LU z.T. ganz ungewohnlichen 6-Werten verschoben, und dic 
NCH3-Signale von Methylvalin und Sarkosin haben ihre Lage 
vertauscht. Aus dem 2-H-Triplett des Prolins wird in Aceton 
ein Pseudodublett ; dies ist typisch fur einen Wechsel der Val 
+Pro-Amidbindung von truns nach cisf3". 351. DaR sich auch 
die Pro+ Sar-Bindung offenbar nach cis verdreht hat, deutet 
in Analogie zu Model1verb ind~ngen~~~-  381 die verkleinerte ge- 

I I I I I I I I I I I 
10 8 6 4 2 C- b ~ p p r n ~  0 

Ahb. 8 Vergleich der 100-MHz-l H-NMR-Spektren dcs f r c~cn  Pentapcpt~dlactons /-'lo in [D,]-Aceton (.,A"-Konformation) und ID]-Chloroform (..C"-Konforn~a- 
tion!.- T. V, P. S. M = Threonin, Valin. Prolin, Sarkosin. N-Methyl\alin (gcnaucrc Luordnonp vgl [26]). Interner Standard : Tetramethylsilan , G e r l t  : Varian H A - I  00 

Da die translcis-Energieunterschiede fur Peptidbindungen, 

valin fiihren (e, h, k in Abb. 7), erheblich zuriickgehen, ist 
die Annahme der all-trans-Amidanordnung allerdings proble- 
matisch. Sie gestattet aber die plausibelste Deutung sowohl 
der sehr stabilen intramolekularen H-Brucke als auch aller 
iibrigen Befunde, vor allem derjenigen, die sich aus der konfor- 

minale 2-H2-Kopplungskonstante des Sarkosins (18- 14 Hz) 
an3[3"3, 

Die ' 3C-NMR-Daten des Pentapeptidlactons (vgl. Abb. 
1 1  d- 1 1  c) stiitzen diese Befunde. So geht auch aus der Lage 
der I3C-NMR-Signale des Prolins (C; ,  (2;) in Ubereinstim- 
mung mit Modelluntersuchunge~i '~~ 371 hervor, daR die Val 
-Pro-Amidbindung von (2) in Chloroform trans-, in Aceton 

die zu N-Alkylaminosauren wie Prolin, Sarkosin oder Methyl- 
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dagegen cis-standig sein sollte. Die NCH &gnale von Sarko- 
sin und Methylvalin werden gleichfalls uber Kreuz verschoben, 
und das C$,va,-'3C-NMR-Signal (Ck) erreicht den unge- 
wohnlichen Wert von 6 = 72 (vgl. Abb. 11 c). 

Die NMR-spektrometrischen Befunde insgesamt erlaubten 
zwar noch keinen detaillierten Strukturvorschlag fur das infol- 
ge der fehlenden transanularen H-Brucke vie1 labilere , , A -  
Konformere des Pentapeptidlactons (2), zeigten aber u. a. 
folgendes: 1 .  Die ,,A-Form enthalt offensichtlich eine cis&- 
verknupfte Val+ Pro-Sar-Sequenz - ein gewichtiges Argu- 
ment fur die all-trans-Amidstruktur des ,,C-Konformeren 
(Abb. 7); 2. die charakteristischen 'H- und 13C-NMR-Daten 
des ,,A"-Konformeren von (2) stimmen uberraschend gut mit 
denen der Peptidlactoneinheiten des Actinomycins C I  ( I )  
uberein (vgl. Abb. 11 c- 1 1 b). Das heiBt, die ,,A-Konforma- 
tion des,freien Pentapeptidlactons (2) liegt auch in den fixier- 
ten (a)- und (P)-Peptidlactonringen des gelosten Actinomycin- 
molekuls vor (Abschnitt 4). 

Inzwischen war durch Rontgen-Str~kturanalysen~'~- ' 61 die 
Konformation der Peptidlactonringe in einem kristallinen Ac- 
tinomycin-C l/Desoxyguanosin-Komplex bekannt geworden 
(vgl. Abschnitt 7 und Abb. 20). Da sich auch hier die Val+ Pro 
+Sar-Sequenzen als cis,cis-verkniipft erwiesen, lag es nahe, 
die im Kristall vorliegende Peptidlactonstruktur versuchsweise 
auf das ,,A"-Konformere des gelosten Cyclopeptids (2) zu 
iibertragen. 

Abb. 9. Die ,.A"-Konformation des freien Pentapeptidlactons ( 2 ) .  skizziert 
nach der rontgen-analytisch ermittelten Struktur des Actinomycin-C,-Des- 
oxyguanosin-Komplexes [14- 161. - 8 vgl. Abb. 6 ;  (S): Solvens: N-Atome. 

Diese in Abb. 9 skizzierte Struktur weicht von der des 
,,C"-Konformeren (Abb. 7) erheblich ab. So sind infolge der 
cis-Amidbindung zwischen Valin und Prolin die CO- und 
NH-Gruppen des Valins aus dem Peptidring gedreht und 
konnen nun ~ im Einklang mit den NHv,,-NMR-Daten ~ 

strukturstabilisierende H-Brucken zum Solvens ausbilden. Die 
trans'-Prolincarbonyl- und die cis-Pro+Sar-Bindung veran- 
dern die Peptidringgeometrie zusatzlich, so daB beispielsweise 
2-H des Prolins direkt neben den Carbonylsauerstoff des 
Threonins gelangt, was die ungewohnliche Lage des 'H-NMR- 
Signals (6 = 6.4) erklaren konnte. Interessanterweise steht die 
C"-NrhiBindung und damit auch die Ebene des Chro- 
mophors R jetzt nicht mehr wie beim ,,C-Konformeren in 
der Peptidringebene, sondern fast senkrecht dazu (vgl. Abb. 
10). Insgesamt sind die bisher fur (2) in Aceton erhaltenen 
NMR-Befunde (Bindungswinkel etc.) mit dieser Struktur kon- 
sistent, so daB Abb. 9 die Geriistkonformation ,,A" des freien 
Pentapeptidlactons (2) offenbar recht gut wiedergibt. 

4. Die Konformation der Peptidlactongruppen im Acti- 
nomycin 

Die Frage, was mit den , , A -  und ,,C"-Konformeren des 
freien Pentapeptidlactons bei dessen Uberfuhrung in ein Acti- 
nomycinmolekul geschieht, war - wie oben bereits angedeutet 
- klar zu beantworten. Actinomycin C1 ( I )  entsteht durch 
oxidative Kondensation von zwei Molekulen des Peptidlacton- 
Derivates (2c) in Methanol/Wasser. Hierbei liegt (2c) dem 
'H-NMR-Spektrum nach (Abschnitt 3.1) zu etwa gleichen 
Teilen in der ,,A"- und in der ,,C"-Form vor (Abb. 10). Ins 
Actinomycin wird nuy die ,,A"-Konformation ubernommen. 
Dies zeigt sich eindeutig beim Vergleich der 'H-NMR-Da- 
ten['*. 29, 401 und besonders anschaulich in den ' 3C-NMR- 
S ~ e k t r e n [ ~ ' ] .  

A A A  

Abb. 10. Ubergang dcs freien Pentapeptidlactons ( 2 c )  in ein Actinomycinmo- 
lckiil ( I )  unter Stabilisierung der Peptidgeriistkonformation .,A". - @ : Sol- 
yens. 

Die in Abb. 11 d und 11 c (Chloroform-tAceton) skizzierten 
Verschiebungen der ' 3C-NMR-Signale des freien Pentapeptid- 
lactons (2a), die denen der 'H-NMR-Signale von (2h)  (Abb. 
8) entsprechen, spiegeln den Konformationswechsel des freien 
Cyclopeptids (2) vom ,,C"- zum ,,A"-Typ wider. Im ,,A"-Kon- 
formeren und im Actinomycin C1 (Abb. Ilc-Abb. l l b )  
stimmt die Lage der Peptid-13C-NMR-Signale dagegen prak- 
tisch uberein. Somit haben auch im Actinomycinmolekul die 
Peptidlactongruppen die Gerustkonformation ,,A", welche 
aber jetzt, wie Abb. 11  a zeigt, durch einen umgekehrten Sol- 
venswechsel Aceton-Chloroform nicht mehr wie beim freien 
Peptidlacton in den ,,C"-Typ umgewandelt werden kann. 

81 

Chi. 

8 
80 60 40 

@igT 

Abb. 11. "C-NMR-Spektrum der Peptidlactoneinheiten des Actinomyeins 
C I  a) in CDCls/D20, b) in [D,]-Accton: c )  "C-NMR-Spektrum des freien 
Pentapeptidlactons ( 2 a )  in CDCl3/D2Or d) in [D,]-Aceton. - T, V, P, S, 
M :  Threonin, Valin, Prolin, Sarkosin, N-Methylvalin. Vgl. dazu das Gesamt- 
spektrum von ( I )  in Abb. 17. 

Die damit im Gesamtmolekul quasi eingerastete ,,A"-Kon- 
formation der Actinomycinpeptidringe bleibt nach zahlreichen 
weiteren 'H-NMR-Studien['. ' O .  42* 431 auch in Benzol, Pyridin, 
Dimethylformamid bis hin zu Methanol und Wasser sowie 
auch bei Temperatur- und Konzentrationsanderungen erhal- 
ten. Als Ursache fur diese sehr iiberraschende Strukturstabili- 
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sierung mu0 man neben der Verklammerung und Ausrichtung 
durch den Chromophor eine wechselseitige Abstiitzung der 
beiden (N)- und (P)-Peptidlactonringe durch zwei feste interanu- 
lare H-Briicken (Abb. 10) ansehen. Deren Donor ist nach 
den 'H-NMR-Daten". 40. 42. 431 in beiden Ringen wiederum 
die NHval-Gruppe. Als Acceptor dient nicht mehr wie beim 
freien ,,A"-Konformeren das Solvens, sondern der durch den 
gemeinsamen Actinocin-Chromophor bereits in giinstiger La- 
ge fixierte Nachbarpeptidring (Abb. 10; vgl. Abschnitt 5)[441. 

Die in Abb. 11 a, 11 b und 17 skizzierten ' jC-NMR-Spektren 
des Actinomycins C1 zeigen weiterhin, daR die Signale der 
Kohlenstoffatome, die in der (a)- und in der (P)-Peptidkette 
an gleicher Stelle liegen (homologe C-Atome), praktisch zusam- 
menfallen. Minimale Abweichungen (kurze Doppelstriche in 
Abb. 11) resultieren aus der Unsymmetrie des Chromophors. 
Analoges gilt, unabhangig vom Solvens und der Temperatur, 
auch fur die NMR-Signale der Protonen['- 2 6 ,  281. Dies bedeu- 
tet, daB beide Peptidlactongruppen eines gelosten iso-Actino- 
mycins wie C nicht nur im Geriistkonformationstyp (,,A"), 
sondern auch in der gesamten Raumstruktur praktisch iiber- 
einstimmen und dal3 sie, wie in Abschnitt 5 erlautert, zueinan- 
der axialsymmetrisch angeordnet sein miissen (Abb. 10). 

5. Die raumliche Anordnung der Peptidlactongruppen 
im Actinomycin C1 

Die auf den Chromophor bezogene Lage der beiden Actino- 
mycinpeptidringe wird, wie in Abschnitt 2 erortert, durch 
die drei Bindungen der Chromophor-Peptid-Briicken (Abb. 
1) sowiederen Torsionswinkel (Abb. 13) definiert. Dabei sollten 
die Amidbindungen aufgrund der sterischen Verhaltnisse be- 
reits in der trans-Form festliegen. 

Die Einstellung der C9-CO- und C'-CO-Bindungen des 
Chromophors ( ( P ~ ,  ( P ~  in Abb. 12 und 13) 1al3t sich nur in 
wenigen Fallen NMR-spektrometrisch kontrollieren. So liegen 
in Modellverbindungen mit nur einem Aminosaure- oder Pep- 
tidrest wie ( 3 a )  und ( 4 a )  bzw. ( 3 h )  und (4b)14'' hochst- 
wahrscheinlich beide Carbonylsauerstoffatome in der Chro- 
mophorebene (qA, c p S z O 0 ,  180" bzw. 180", Oo). Das geht vor 
allem aus den 'H-NMR-Werten (Abb. 12) hervor, wobei ( 3 a )  
eine seltene geminale H--N-H-Koppl~ng[~~] zeigt. 

f? 10.9 y 3  

CH3 
c"3 ( 3 )  

Abb. 12. Zur Einstellung der Carbonylgruppen des Chromophors (Torsions- 
winkel cp,, cpn). . 13a), ( 4 a ) :  R-NH=Thr(OCHd; f 3 h ) ,  ( 4 b ) :  R- 
NH=Pentapeptidlacton [45]; ( 3 ~ ) .  ( 4 c ) :  wie ( a ) .  jedoch 2-OH anstatt 
2-NH2; ( 3 d ) :  wie ( a ) ,  jedoch in (a) Thr(OCH,) anstatt OCH,. - Die einge- 
zeichneten 'H-NMR-Werte (6) gelten fur ( 3 a )  und ( 4 a )  (in CDC13). 

Eine Hydroxy- anstatt der 2-Aminogruppe [ ( 3  c), ( 4  c)][~~] 
begiinstigt die koplanare, durch H-Briicken fixierte Ausrich- 
tung der Carbonylgruppen des Chromophors (&(2-OH)= 15.95 
bzw. 14.6). Diese wird jedoch in der Regel verhindert, wenn 
anstelle der (a)- oder (P)-Methoxygruppe ein zweiter, 
voluminoserer Aminosaure- oder Peptidrest steht [ ( 3 d ) ,  ( I  )I. 

In Actinomycinen wie C ,  sind daher die Carbonylgruppen 
stets aus der Chromophorebene gedrehtC4'! Sie miissen ent- 
sprechend Abb. 13 transoid eingestellt sein (vgl. unten). 

Auskunft iiber die N--C"-Bindungen der beiden Threonin- 
reste (Torsionswinkel I $ 1 c 3 ,  41 p) geben die HN<"H-Kopp- 
lungskonstanten, die wiederum von den HN-C"H-Winkeln 
+T,, 4 f p  (Abb. 13) abhangenc3Ol. Fur das freie Peptidlacton 
(2) findet man I$f=l80", also eine sterisch vorteilhafte anti- 
Einstellung der Wasserstoffatome. Im Actinomycin c, betra- 
gen - wie in Abb. 13 gezeichnet - +T., und +T.p etwa 150' 
( J c ~ , ~ H = ~ . O H Z ;  CDC13) und sind damit gleich g r ~ B [ ~ " ] .  Auch 
hier ist laut Model1 die antiperiplanare Protonenanordnung 
raumlich sehr begiinstigt. 'H-NMR-Studien in anderen Sol- 
ventien"? 421 fiihren zu ahnlichen Ergebnissen. Werden beide 
Peptidgruppen des Actinomycins C oder der Chromophor 
strukturell abgewandelt (Abb. 16), so verandern sich +T., und 
I$$p im Bereich von 120-180" (JcH,NH=2-9 Hz), bleiben aber 
untereinander stets gleich. 

Abh. 13. Anordnung der Peptldlactongruppen im Actinomycinmolekul und 
Torsionswinkel der Bindungen in den beiden Chromophor-Peptid-Brucken 
(Molekul von der Peptidseite her gesehen; Abh. I von ohen). - -N--NH2 
Chromophorebene; Carbonylkohlenstoffatome an  C-I und C-9; (Differenz 
zwischen 4 und $*: 60"). Abgebildet ist die naturliche transoide, C2-axialsym- 
metrische Einstellung der Peptidgruppen. 

Nun konnen, ganz abgesehen von sterischen Behinderungen, 
die Torsionswinkelpaare (PA, ( P ~  und 41,p nicht beliebige 
Werte annehmen. Vielmehr miissen die Bindungen in den 
Chromophor-Peptid-Briicken stets so eingestellt sein, daB die 
raumliche Lage der (a)- und (P)-Peptidringe die Ausbildung 
von zwei wesentlichen Merkmalen der Actinomycinstruktur 
(Abschnitt 4) gestattet : a) die axialsymmetrische Anordnung 
der Peptidlactongruppen und b) ihre konformative Stabilisie- 
rung durch die beiden wechselseitigen, den Peptidringabstand 
bestimmenden Wasserstoffbriicken (Abb. 10 und 14). 

Der allgemeine Befund, daR die H-NMR-Signale von ho- 
mologen Kernen des (a)- und des (P)-Peptidringes - auch 
wenn diese exponiert liegen (Seitenkettenprotonen) - praktisch 
zusammenfallen, zeigt, daB jeder der beiden Peptidringe so- 
wohl vom direkt angrenzenden Nachbarpeptid als auch (mit 
Einschrankungen) vom Chromophor her gleichartig magne- 
tisch abgeschirmt wird. Das heiBt, homologe Atomgruppen 
,,sehen" das jeweilige Nachbarpeptid aus der gleichen Perspek- 
tive (vgl. Abb. 20). Schon hieraus ergibt sich die C2-axialsym- 
metrische Anordnung der Peptidringe, die zwangslaufig den 
Chromophor mit einschlieBt (Abb. 13 und 14). Aufgrund des 
unsymmetrischen Actinocin-Chromophors resultiert dann fur 
das gesamte Actinomycinmolekiil eine pseudo-C2-Symmetrie, 
wobei die Symmetrieachse durch N'" und O5 (Abb. 1) oder 
in Abb. 13 und 14 senkrecht zur Bildebene durch N'" geht 
(s. auch Abb. 5c  und 5d). Diese Peptidanordnung bedeutet 
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in Anbetracht der fur iso-Actinomycine stets gleich groB gefun- 
denen Torsionswinkel (s. oben), daB auch qA und 
(pB annahernd ubereinstimmen (Abb. 13). 

Die beiden (a$)-interanularen, von den N H ~ ~ l - G r u p p e n  
ausgehenden und strukturell gleichen Wasserstoffbrucken 
(Abb. 10 und 14) erfordern ebenfalls, da13 sich die Peptidringe 
mit dem ,,Gesicht" zueinandergekehrt (vgl. die ff-Form in 
Abb. 5c) ausrichten. Als Acceptoren der H-Brucken muB man 
- die in Abb. 9 skizzierte Peptidkonformation , , A  zugrunde 
gelegt - auch in Losung die gegenuberliegenden Valincarbo- 
n ylgruppen des Nachbarpeptids ansehen (Konformationsener- 
gie-Rechnungen und IR-Bef~nde[~'I, Modellbetrachtungen). 
Aus mehreren 'H-NMR-Studien['. 27* 41* 421 sowie ORD-Da- 
ten[49] und Untersuchungen von Actinomycin-CI-Varian- 
ten[28' geht ubereinstimmend hervor, daB die beiden H-Bruk- 
ken nicht nur stets gleichartig, sondern in ublichen Solventien, 
einschlieBlich Wasser, auch uberraschend stabil sind. 

Alle oben erorterten, charakteristischen Strukturelemente 
des Actinomycinmolekuls - die festen Abmessungen des Chro- 
mophors, die exzenterartig beweglichen Chromophor-Peptid- 
Brucken, die konformativ festlegbaren und axialsymmetrisch 
auszurichtenden Peptidringe, die beiden H-Brucken, die deren 
Abstand bestimmen etc. - legen insgesamt den Raumstruktur- 
typ der Actinomycine eindeutig fest (Abb. 14 und 20). Die 
beiden Wasserstoffbriicken haben dabei eine Schliisselfunk- 
tion, da sie durch ihr ,,Einrasten" im fertigen Molekul sowohl 
die Gerustkonformation als auch die Lage der Peptidlactonrin- 
ge und damit die gesamte Raumstruktur praktisch verriegeln 
(vgl. hierzu Abschnitt 6). 

Abb. 14. UmriDskizze eines in die DNA-Helix eingeschobenen Actinomycin- 
molekiils, von der Peptidseite her betrdchtct (vgl. dazu auch Abb. 4). ~ 

* ~~ * (sc.p)-interanulare Wasserstoffbriicken, Drehpunkte. 

Die UmriRskizze eines solchen Actinomycin-C1-Molekuls 
(Abb. 14) zeigt, daB die im Prinzip fixierte Struktur dennoch 
flexibel bleibt. Beispielsweise konnen begrenzte Verlagerungen 
der H-Brucken-Partner ( * ),die infolge kleiner Abweichungen 
der Peptidringkonformationen in Actinomycinen mit ab- 
gewandelten Aminosauren (Abb. 16) entstehen, durch gegensei- 
tiges Verschieben der (9)- und (p)-Peptidringe (gerade Doppel- 
pfeile) leicht ausgeglichen werden. Dabei verdrehen sich ~ 

wie ja fur einige Actinomycine auch beobachtet (+T2, 
( I P ~  = 120-180") - die Bindungen in den Chromophor-Peptid- 
Briicken (Abb. 14, gebogene Doppelpfeile), und m a r  so, daB 
die Lage der Peptide fur die Ausbildung der (a$)-interanularen 

H-Brucken wieder optimal wird. Der Raumstrukturtyp bleibt 
dann erhalten. 

Die in Abb. 14 von links unten nach rechts oben im Sinne 
einer P-Helix ausgerichteten Peptidlactongruppen passen 
ziemlich gut in die kleine Furche des gleichfalls rechts gedreh- 
ten DNA-Doppelstranges (Abb. 2). Raumliche Verschiebungen 
der Peptidringe sollten danach auch die Stabilitat der reversi- 
blen Act inoniy~in-DNA-KompIexe~~~ beeinflussen - eine 
plausible Erkllrung fur die z. T. beachtlichen Unterschiede in 
der physiologischen Aktivitat der Actinomycin-C ,-Varian- 
tenf6, 'I. Stark verlagerte Peptidringe miiBten die Einschiebung 
des Actinomycins in die DNA-Helix (Abb. 2) vollig unterbin- 
den. Inder Tat sind das zu (1 ,) spiegelbildliche enantio-Actino- 
mycin C I [ ~ " ~  sowie die einen natiirlichen und einen dazu 
enantiomeren Peptidring enthaltenden (na,enantio)-Actinomy- 
cine C ,  ( 6 u )  (vgl. Abb. 15)129,511 inaktiv[s2! ~ Nach diesen 
Vorstellungen kann nur die in Abb. 13 skizzierte transoide 
Struktur des Actinomycins, in der allein auch die (.$)-in- 
teranularen Wasserstoffbrucken moglich sind, den DNA- 
Komplex bilden. 

6. Die Stabilitat der Raumstruktur 

Der anhand des Actinomycin-C 1-Molekiils erorterte pseu- 
do-C2-symmetrische Raumstrukturtyp sollte nach Abb. 14 
gegen kleine Anderungen der Primarstruktur in den Peptidlac- 
tongruppen wenig empfindlich sein. Inwieweit solche ,,Baufeh- 
ler" noch toleriert werden und wie feinfiihlig NMR-Spektren 
auf Anderungen der Raumstruktur ansprechen, zeigten Arbei- 
ten an einigen weiteren Actinocin-bispeptiden und Actinomy- 
cinen. 

DaI3 bei Solvensanderungen ( B e n ~ o l [ ~ ~ ] ,  Chloroform, Ace- 
ton[', 241 bis hin zu Methanol, Dimethylformamid und Was- 
ser'". '"] oder Salzlosungen["]) sowie Variationen der Tenipe- 
ratur, der KonzentrationrZ9. 421 und des pD-Wertes['"] die 
Raumstruktur des Actinomycins C 1 intakt bleibt, war zahlrei- 
chen 'H-NMR-Studien ubereinstimmend zu entnehmen. Nur 
unter extremen Bedingungen wie in Hexafluoraceton-sesqui- 
hydrat werden die (u,p)-interanularen H-Brucken anscheinend 
gelost. Dabei verdrehen sich laut CD-Mess~ngen[~"]  vermut- 
lich die Carbonylgruppen des Chroniophors (Torsionswinkel 
(PA, 9 s )  mitsamt den Peptidringen um 180", was dann zur 
zweiten transoiden Strukturform (Abb. 13 mit (a)-standigem 
Peptidring nach oben und @)-standigem Peptidring nach unten 
gerichtet) und deren Stabilisierung durch neue Peptid-Solvens- 
Wasserstoffbriicken fiihrt. Die typische Raumstruktur geht 
dem NMR-Spektrum nach verloren. 

Storungen der Grundstruktur des Actinomycins C beein- 
trachtigen die wechselseitige Konformationsstabilisierung der 
Peptidketten ganz erheblich. Bereits das Offnen von nur einer 
Lactonbindung [(sa,), ( 5  b )  und deren M e t h y l e ~ t e r ' ~ ~ ' ;  Abb. 
151 hat zur Folge, daB beide Peptidgruppen uneinheitliche, 
erneut stark solvensabhangige Konformationen ausbilden[s3! 
Man erkennt dies am Auftreten von ca. 15 anstatt vier NCH 3- 
'H-NMR-Signalen (CDCI3) und Banden, die fur das ,.C"-Kon- 
formeredes freien Pentapeptidlactons (2) spezifisch sind (Abb. 
8)1s4! Die cyclische Peptideinheit in ( 5 a )  oder ( 5 b )  ordnet 
aber das benachbarte Linearpeptid offenbar trotzdem konfor- 
mativ vor, denn die Ausbeute bei der Relactonisierung zum 
Actinomycin C I  ist mit 55 bzw. 67% uberraschend hoch 
[fur das freie Pentapeptid ( 2 d )  ---t ( 2 a )  und Actinomycin-C1- 
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s h e  ( 5 c ) - ( I )  findet man 25-30%[191]. Wird hingegen 
der Peptidlactonring in ( 5 4  oder ( S b )  durch einen dazu 
enantiomeren ersetzt (6c) ,  so cyclisiert das naturlich konfigu- 
rierte lineare Nachbarpeptid zu nur 5 %. Die hierbei entstehen- 
den kristallisierten (na,enantio)-Actinomycine ( 6 a )  bzw. 
(6b) lZ9,  'I1 liegen ahnlich den Actinomycinsaure-monolacto- 
nen ( 5 a )  und ( 5 b )  in wiederum sehr heterogenen, solvensab- 
hangigen Strukturen vor. Zwischen den nun zueinander spie- 
gelbildlichen (a)- und (p)-Peptidringen konnen sich die struk- 
turstabilisierenden H-Briicken aus raumlichen Griinden nicht 
mehr bilden. O b  Rotationsisomere im Sinne von Abb. 5a-5d 
auftreten, bleibt zu klaren. 

Abb. 15. Actinocin-bispeptide init konformativ uneinheitlichen Peptidketten. 
(Sa ) .  ActinoniycIn-C,-s~ure-(oc)-lacton: / 5 h ) ,  (4- und (PJ-Peptidgruppen von 
(So) vertauscht: f S r i .  (a)-Peptidring con  / 5 i r /  ebenfalls geoffnet (Actinomy- 
cln-C ,-siiure). (6aJ .  (1-nu, ~-rrianfioJ-Act~nomyc~n C ,  ; ( 6 h ) .  (a)- und (p)-Pep- 
tidringe van (6aJ vertauscht ; ( h o j ,  naturlich konfigurierter Peptidring in 
( 6 a )  oder ( h h )  a n  der Lactonhindung geoffnet. 

Eine Erweiterung der Peptidringe (Einschiebung von Glycin 
als sechste Aminosaure[2* "1) verhindert ebenso die Bildung 
des charakteristischen Raumstrukturtyps wie der Einbau von 
konfigurativ , ,fakchen" oder strukturell stark abweichenden 
Aminosauren. Ein Beispiel hierfur ist das Tetra-N-desmethyl- 
actinomycin C,  (7 f )  (Abb. 16)[s51, das vier zusiitzliche, mit 
NHvar bei der H-Bruckenbildung konkurrierende NH-Funk- 
tionen und - infolge des Fehlens der N-Methylgruppen - 
erheblich beweglichere Peptidlactonringe enthalt. Bei Ande- 
rungen der naturlichen Konfigurationssequenz LDL-L (Abb. 
1) versagt in der Regel bereits die weitgehend stereospezifisch 
ablaufende RingschluRreaktionl'"! All den Verbindungen vom 
Typ ( 5 )  und (6) ist gemeinsam, daB sie ihren NMR-Spektren 
nach nicht die fur Actinomycin C I typische Raumstruktur 
annehmen und dementsprechend bakteriostatisch vollig un- 
wirksam sind. 

H b  HN 

Abb. 16. Ausgewihlte Strukturvarianten von Actinomycin C I  ( 1 )  (Ahb. 1 ) .  
i 7 u ) ,  i.-Serin statt L-Threonin in 1; und 1;; 17h). o-do-lsoleucin statt 
~ V a l i n  in 2: (Actinomydn i-C2); i 7 c ) ,  o-ah-Isoleucin statt o-Vahn in 
2; (Actinomycin CL); ( 7 d ) ,  D-dlo-Isoleucin statt D-Valin in 2: und 2b (Actino- 
mycin C 3 ) ;  / ? e l ,  L-4-Oxoprolin statt L-Prolin in Sp (Actinomycin X 2 ) ;  (7  I), 
Glycin statt Sarkosin in 4; und 4; sowie L-Valin stat1 N-Methyl-1-valin 
in 5; und Sg; (7y) ,  2-C1 statt 2-NH2 (2-Desamino-2-chlor-actinomycin CI); 
( 7 h ) ,  4,6- und 1,9-Suhstituenten vertauscht (Pseudo-actinomycin CI). 

Beschranken sich die Abweichungen der Primarstruktur 
im wesentlichen auf die Aminosiiureseitenketten des Actino- 

mycin-C l-Molekuls, so ist die Variationsbreite fur Peptidlac- 
toneinheiten, die die Gerustkonformation ,,A" bilden und 
durch die (a$)-interanularen H-Briicken entsprechend Abb. 
14 stabilisieren konnen, dennoch beachtlich. Dies zeigt sich 
in der groljen Anzahl wirksamer nativer und synthetischer 
Peptidanaloga von Actinomycin C1r2-4, 6,  181(Abb. 16). Hierin 
sind vorwiegend die Aminosauren 2' (Valin-tallo-Isoleucin, 
Leucin, Alanin) sowie 3' (Prolin-* Sarkosin,4-Oxoprolin, 4-Hy- 
droxyprolin etc.) und 5' (Methylvalin-t Methylalanin, Methyl- 
isoleucin), aber auch 1' (ThreoninjSerin, a$-Diaminobutter- 
~ a u r e ~ ~ ' ] )  abgewandelt. Der Einbau von Aminosauren rnit 
weniger voluminosen Seitenketten oder der Austausch der 
Lacton- gegen Lactambindungen[s61 fiihrt dabei - offenbar 
infolge etwas beweglicherer Peptidgeriiste und kleiner Lagever- 
schiebungen der Peptidringe entsprechend Abb. 14 - zu einer 
teilweise stark verminderten physiologischen Aktivitat. In allen 
Fallen bleibt aber, wie aus zahlreichen 'H- und I3C-NMR- 
Messungen[26. 2 8 ,  571 einwandfrei hervorgeht, der charakteristi- 
sche Raumstrukturtyp erhalten. Dies gilt auch fur die aniso-Ac- 
tinomycine (7 e )  mit stBrker unterschiedlichen (01)- und (P)- 
Peptidgruppen sowie fur Varianten mit abgewandeltem Chro- 
mophor wie (79) und (7h)[58,591.  

Die I H-NMR-Spektren sprechen besonders empfindlich auf 
Veranderungen der Raumstruktur oder der Umgebung (Sol- 
vens, Nachbarpeptid etc.) eines Actinomycinmolekuls oder 
Peptidringes an. So lassen sich (a$)-stellungsisomere aniso-Ac- 
tinomycine wie i-C2 ( 7 b )  und C2 (7c), deren Strukturen 
nur minimal differieren, anhand typischer Signalverschiebun- 
gen sicher unterscheiden[26q 28]. Dies gelingt sonst weder chro- 
matographisch noch mit einer anderen physikalischen Metho- 
de. Sterisch etwas gelockerte [ (7u)]  oder chromophor-variier- 
te [(7g), ( 7 h ) l  iso-Actinomycine geben, verglichen rnit ( 1  ), 
sowohl eine verbesserte Symmetrie der Peptidanordnung als 
auch eine offenbar erhohte Festigkeit der (a$)-interanularen 
H-Briicken (GNHV,,: +0.5-0.8ppm) zu erkennen. Da die Si- 
gnale wichtiger Actinomycine wie c, getrennt fur den (a)- 
und den (P)-Peptidring zugeordnet sindf2'], kann jeder Peptid- 
ring fur sich auf Struktur- oder Umgebungsveranderungen 
untersucht werden. Im Prinzip 1aDt sich damit also entscheiden, 
ob Wechselwirkungen eines Actinomycins rnit einem Kom- 
plexpartner (a)- oder (p)-seitig (die Umgebung der Peptide 
wird ungleich) oder, wie im Falle der Oligonucleotide (vgl. 
Abb. 18), axialsymmetrisch erfolgen. 

Die Signale der allgemein starker abgeschirmten Kohlen- 
stoffatome erlauben vorzugsweise Ruckschlusse auf die Ge- 
riistkonformationen (Abb. l l) und die Molekulsymmetrie. 
Falls sich diese verlndern, kann man - wie beim freien Peptid- 
lacton ( 2 a )  (Abb. I1 c und 11 d)  gezeigt - in der Regel samtliche 
C-Atome getrennt erfassen, wozu eine sichere Identifizierung 
der Signale natiirlich Vorbedingung istf6I1. Auch im 13C- 
NMR-Spektrum des Actinomycins C1 (Abb. 17; vgl. Abb. 
11 a und 11 b) sind alle 62 Kohlenstoffsignale erkennbar, soweit 
sie nicht fur homologe Kerne des (a)- und des (P)-Peptidringes 
aus Symmetriegrunden genau zusammenfallen (z. B. bei 6 = 34 
fur die N-Methyl-C-Atome beider Sarkosinreste). Bei aniso-Ac- 
tinomycinen wie ( 7 e )  werden die vorliegenden 
Symmetriestorungen deutlich registriert, der Typ des Spek- 
trums (Abb. 17) bleibt jedoch erhalten. 

Die NMR-spektroskopischen Untersuchungen an mehr als 
zwanzig Actinomycin-C,-Varianten und zahlreichen anderen 
Actinocinpeptiden ergaben ubereinstimmend, dalj a) alle wich- 
tigen Actinomycine - auch solche mit ungleichen Peptidringen 
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Abh. 17. "C-FT-NMR-Spektrum von Actinomycin C ,  ( 1 )  in Deuteriochloroform. - Zuordnung der Peptidkohlenstoffsignale (&80 ppm): vgl. Abh 11 a :  hei 100-1 50 
sowie 180 ppm liegen die Signale der zwolf Ring-C-Atome des Phenoxazinon-Systems und um 170 ppni die der zwolf Amid- und Lactoncnrbonyigruppen 
x : Solvenssignale. ~ [nterner Standard: Tetramethylsilan; Gerit  : Varian XL-100-15 [60 ] .  

wie (7 e )  - im gleichen charakteristischen pseudo-C,-svmme- 
trischen Raumstrukturtyp (Abb. 14) vorliegen und daB b) 
die Bildung dieser Struktur zwei intakte, nicht allzu flexible 
und nur innerhalb bestimmter Grenzen abwandelbare Penta- 
peptidlactongruppen rnit der naturlichen Konfigurationsse- 
quenz L D L - L [ ~ ~ ]  voraussetzt. Veranderungen am Chromophor- 
system wie in (7g) und ( 7 h )  zerstoren die Peptidstruktur 
normalerweise nicht, beeinflussen die Bindung des Gesamtmo- 
lekuls an die DNA allerdings ganz ent~cheidend~']. 

7. NMR- und Rontgen-Strukturanalysen am komple- 
xierten Actinomycin C1 

Hinsichtlich der Wirkungsweise der Actinomycine interes- 
siert besonders die Raumstruktur, die sie im Actinomycin- 
DNA-Komplex einnehmen. Da NMR-Untersuchungen am 
DNA-Komplex selbst zu schwierig sind (minimale Actinomy- 
cin-Konzentrationen pro Basenpaar (Abschnitt 2), storende 
NMR-Signale der DNA etc.), wurden fur diese Studien kleine 
Nucleotide rnit den komplexbildenden Basen Guanin und 
Cytosin - also DNA-Bruchstucke ~ herangezogen. 

Erste 'H-NMR-Messungen bei 220 MHz['] hatten ergeben, 
daR bereits 2'-Desoxyguanosin-5'-monophosphat rnit Actino- 
mycin C in Wasser (D20)  einen 2 : I-Komplex bildet. Charak- 
teristische Verschiebungen der Chromophor- und NHThr-Si- 
gnale bei praktisch unveranderter Lage der Peptidgruppensi- 
gnale fuhrten zur Annahme, daIj a) sich auf beiden Seiten 
des Actinocinrestes je ein Komplexpartner mit dem Basenteil 
planparallel anlagert, b) der Komplex wie das Actinomycin- 

n 

bl 
Abh. 18. Bildung von pseudo-C,-symmetrischen ( 1  : 2)-Actinomycin-Nucleo- 
tid-Komplexen a) rnit 2'-Desoxyguanos1n-5'-phosphat [ 9 ] ,  b) mit rwei Guanin 
(&a)-Cytosin (Cyt)-Basenpaaren von Di- oder Hexanucleotiden (nach 112, 
131). - Der Actinomycinchromophor ist in a) von C-7, C-8 und in b) von 
den 4- und 6-Methylgruppen her gesehen; (a), ( 8 ) :  Peptidringe; dR:  2-Desoxyri- 
boserest, P: Phosphatrest. 

molekul pseudo-C,-symmetrisch ist (Abb. 18 a) und c) Kon- 
formation und Anordnung der Peptidringe praktisch unge- 
stort bleiben. 

Eingehendere Hochfeld-'H- sowie ' P-NMR-Studien uber 
die Bindung von Actinomycin C an unterschiedliche Desoxy- 
dinucleotide'' ', "I bestltigten und erweiterten diese Vorstel- 
lungen. So fand man, da13 auch hier pseudo-C2-symmetrische 
1 : 2-Komplexe gebildet werden (Abb. 18 b) und Guanin-Cyto- 
sin-Basenpaare - wie yonder DNA bekanht ~ die stark bevor- 
zugten Komplexpartner sind. Die Einflusse des Chromophor- 
Ringstromes und der magnetisch anisotropen Gruppen auf 
die NMR-Signale bestimmter Nucleotidkerne (,,Komplexie- 
rungsverschiebungen") gaben Hinweise auf die genauere Aus- 
richtung der Nucleotide. Das bereits in Form einer Doppelhe- 
lix vorliegende Desoxy-hexanucleotid mit der - zu sich selbst 
komplementaren- Basensequenz ATGCAT" 3 v  631 bindet Acti- 
nomycin C 1  im Sinne von Abb. 18b erwartungsgemaD zwi- 
schen den GC- und CG-Paaren, wobei sich der Schmelzpunkt 
der Doppelhelix, also ihr Zerfall in die beiden Einzelstrange, 
infolge der zusatzlichen Verklammerung signifikant erhoht. 
Das insgesamt resultierende Stereomodell des Actinomycin- 
Oligonucleotid-Komplexes in Losung (Abb. 18 b) entspricht 
dem aus Rontgen-Analy~en['~- 16] (s. unten) abgeleiteten, in 
Abb. 20 skizzierten Strukturvorschlag fur den DNA-Komplex. 

Actinomycinmolekule ohne Komplexpartner assoziieren in 
kaltem Wasser, wobei sich jedoch Konformation und Anord- 
nung der Peptidlactongruppen gleichfalls nicht andern''. lo]. 
Das Verhalten der 'H-NMR-Signale des Chromophors deutet 
auf die Bildung von Dimeren im Sinne von Abb. 19 hin, 
deren Gleichgewichtskonstanten["' rnit denen aus Zentrifu- 
g e n m e ~ s u n g e n [ ~ ~ ]  korrelieren. Solche Dimere treten in organi- 
schen Sblventien nicht auf (vgl. dagegen die Dimerisierung 
des freien Peptidlactons (2) in Benzol; Abschnitt 3.1) und 
erklaren die iiberraschend gute Loslichkeit von Actinomycinen 
in kaltem (4°C) Wasser[6s1. 

Fur Rontgen-Strukturanalysen sind, wie sich schon bald 
zeigterZ3], normale Actinomycinkristalle zu instabil. Erst die 
gemeinsame Kristallisation von Actinomycin oder 7-Brom-a~- 
tinomycin C1[661 mit 2'-Desoxyguanosin im Verhaltnis 1 : 2 
fuhrte zu gut analysierbaren Kristallformen und damit zu 
entscheidenden Fortschritten in der Kenntnis der Raumstruk- 
tur des Actinomycins CILi4-  16! Die untersuchten 1 :2-Kom- 
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Abb. 19. Dimerisierung eines Actinomycins in Wasser (nach [lo]). 

plexe erwiesen sich wie die NMR-spektrometrisch studierten 
Nucleotidkomplexe als pseudo-C2-symmetrisch. Die beiden 
im Sinne von Abb. 13 und 14 trnnsoid angeordneten Peptidrin- 
ge enthalten die bereits in Abschnitt 3 erorterte cis,cis-ver- 
kniipfte Val+Pro+Sar-Sequenz. Sie stabilisieren ihre charak- 
teristische Konformation (Abb. 9 und 20) rnit Hilfe der gleich- 
falls schon diskutierten, zwischen (a)-NH,,, und (~)-COv, ,  
sowie [P)-NH,,, und (a)-CO,,, liegenden Wasserstoffbindun- 
gen. Zur Stabilisierung des Gesamtkomplexes tragen zwei wei- 
tere H-Briicken-Paare vom Actinomycin zu beiden Desoxy- 
guanosin(G)-Molekiilen, namlich 2-NH2,---OC,,, und 
NH,,,---N-3, [Abb. 20), sowie hydrophobe Bindungen und 
H-Briicken zu angelagerten Wassermolekiilen bei. Die auf- 
grund dieser Rontgen-Analysen abgeleitete Raumstruktur ei- 
nes Actinomycin-C I-Molekiils, das zwischen zwei Guanin-Cy- 
tosin-Basenpaare einer DNA-Doppelhelix eingeschoben ist, 
zeigt Abb. 20. 

8. Schlufibemerkungen 

Das rontgenographisch ermittelte und Abb. 20 zugrundelie- 
gende Raumstrukturmodell des kristallinen Actinomycin-C 
Desoxyguanosin( 1 : 2)-Komplexes ist rnit allen NMR-Befun- 
den, die fur die in Wasser gelosten Actinomycin-Desoxynucleo- 
tid-Komplexe erhalten wurden[', " - I 3 ]  , konsistent. Die 
NMR-Daten der Actinomycinpartner lassen dabei erkennen, 
daljauch inden Komplexen der gegen Umgebungsanderungen 
ohnehin recht widerstandsfahige Raumstrukturtyp des unge- 
bundenen Actinornycins stabil bleibt. Da auljerdem - neben 
den Konformati~nsenergie-Rechnungen[~ 21 - zahlreiche struk- 
turspezifische NMR-Daten des Actinomycins C und des freien 
Pentapeptidlactons (,,A"-Typ) rnit dem obigen Modell im Ein- 
klang sind, kann man insgesamt annehmen, dalJ die Raum- 
struktur des Actinomycins C ,  in Losung sehr weitgehend 

? 9 
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Abb. 20. Raumliche Anordnung eines Actinomycin-C,-Molekijls zwischen 
d m  Guanin-Cytosin-Basenpaaren einer DNA-Doppelhelix (gezeichnet nach 
dern Strukturvorschlag von Sohell und Jain [14-16]. - G :  Desoxyguanosyl-. 
C:  Desoxycytidyl-, P: Phosphatgruppen. AC: Actinocinrest (Chromophor) 
(Abb. I ,  2) von den 4- und 6-Methylgruppen her gesehen (vgl. auch Abb. 
4 von unten); schraffierteFlachen: (a)- und (P)-Peptidlactonringe, 0 Sauerstoff- 
atome des Actinomycins. 

der im kristallinen Komplex vorliegenden (Abb. 20) entspricht. 
Sie ist auf die wichtigsten anderen nativen und synthetischen 
Actinomycine iibertragbar [6 'I. 

Ein der Struktur in Abb. 20 nachgebildetes Kalottenmodell 
vom Actinomycin C1 ( 1 )  zeigt Abb. 4 (Abschnitt 2). Die 
Peptidringe sind beiderseits der Chromophorebene axialsym- 
metrisch und Jiegend angeordnet (vgl. dazu die ff-Form 
in Abb. 5e sowie Abb. 10). Das konformativ so kunstvoll 
stabilisierte Molekiil (in der Mitte eine der interanularen H- 
Briicken) ist strukturell sehr ausgewogen und kompakt. So 
konnen sich den NMR-Daten zufolge lokale konformative 
Verzerrungen - etwa des (P)-Prolinringes, der in (7e) zum 
4-Oxoprolin wird ~ in weit entfernte Molekiilteile (Chromo- 
phor, Nachbarpeptid) fortpflanzen. Dort stattfindende mole- 
kulare Wechselwirkungen, z. B. das Einschieben des Chromo- 
phors zwischen die DNA-Basenpaare, werden dadurch indi- 
rekt beeinfluljt. O b  und inwieweit die Raumstruktur des rnit 
der vollstandigen DNA komplexierten Actinomycin-Molekiils 
noch verandert wird, bleibt zu uberpriifen, denn die bisherigen 
Daten basieren auf der Analyse von kurzkettigen Modellkom- 
plexen, in denen sich die Partner relativ zwanglos ordnen 
konnen. Die NMR-Studien an dem bereits als Doppelhelix 
vorliegenden Desoxy-hexanucleotid[131 zielten u. a. in diese 
Richtung, bestatigten jedoch die bekannten Strukturen (Abb. 

Vergleiche mit anderen die DNA spezifisch blockierenden 
Agentien beschranken sich infolge des einzigartigen Struktur- 
typs der Actinomycine im wesentlichen auf die Chromophore. 
Die hier - neben einigen Acridinderivaten - zu nennenden 
Antibiotica der Mitomycin- und der Anthracyclin-Gruppe 
(Daunomycin, Rhodomycine) sind gleichfalls cytostatisch sehr 
wirksam und werden trotz ihrer hohen Toxizitat teilweise 
zur Behandlung der Leukamie angewendet. Sie schieben sich 
wie ( 1 )  zwischen die Basenpaare der DNA-Doppelhelix, tra- 
gen am Chromophor (Benzo- oder Anthrachinonderivate) aber 
keine Peptidgruppen, sondern wie im Falle der Anthracycline, 
seltene Zucker. Die Mitomycine verklammern die DNA-Stran- 
ge im Gegensatz zu Actinomycinen (Abb. 18b) irreversibel[68! 

Fur die iiber einhundert bekannten Actinomycine und Acti- 
nomycinderivate liegt damit ein einheitliches, stabiles Raum- 
strukturmodell vor. Dieses bringt die von Brockmann mit 
der Konstitutionsaufklarung des Actinomycins C 3  ( 7 d )  einge- 
leiteten Untersuchungen iiber die Struktur der Actinomycine 
zu einem gewissen AbschlulJ. Inwieweit sich die vor iiber 
20 Jahren erstmals beschriebenen Antitum~reigenschaften[~~] 
mit Hilfe der detaillierten Raumstrukturkenntnisse weiter- 
entwickeln und besser nutzbar machen lassen, miissen neue 
Arbeiten zeigen. 

20). 

Die in diesem Bericht zitierten eigenen Arbeiten entstanden 
unter experimenteller Mitwirkung von Frau M .  Koppler und 
Fruu E. Salkowski. Fur das rege Interesse und die sehr gro/L 
ziigige finanzielle Unterstutzung danke ich Herrn Professor 
H .  Brockmann. 
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