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Kristallstrukturen von Actinomycin D und
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In memoriam Hans Brockmann

Actinomycine sind antibiotisch und cytostatisch hochwirk-
same, aus Streptomyces-Kulturen isolierte Chromopeptide,
von denen es iiber 30 native und zahlreiche synthetische
Varianten gibt.l Alle enthalten den gleichen Chromophor,
ein 2-Aminophenoxazin-3-on-System, das sdureamidartig mit
zwei identischen oder verschiedenartigen Pentapeptidlacton-
(Depsipeptid)-Ringen verkniipft ist (iso- bzw. aniso-Actino-
mycine). Am besten untersucht wurde ActinomycinD (= C;)
1 (Schema 1), das trotz seiner hohen Toxizitit unter anderem
zur Therapie von seltenen Krebsarten (z.B. Wilms-Tumor)
eingesetzt wird. Besonders unter molekularbiologischen As-
pekten interessiert der Wirkmechanismus der Actinomycine.
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Schema 1. ActinomycinD (= C)l R!'=H, RZ—H R3=H,R*=H,R’=
CH(CHs;),, R°=H; ActinomycinZ; 2: R'=0H, R>=CH;, R*=CH;,
R*=0, R*>=CH;, R°=Cl.

Dieser beruht, wie schon 1968@ diskutiert und spiter
NMR-spektroskopischP! sowie durch Rontgenstrukturdaten
von Actinomycin/Deoxyguanosin-* und DNA-Oktamer-
Komplexenl® ! verifiziert, auf einem Einschub (Intercalation)
der Chromophoreinheit zwischen zwei Guanin/Cytosin(GC)-
Basenpaare der doppelstriangig-helikalen DNA. Die beiden
Depsipeptidringe liegen dann in der kleinen Furche der DNA
und bilden je zwei Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
den NH- und CO-Gruppen der Threonine und den benach-
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barten Stickstoffatomen der Guaninbasen; hinzu kommen
zwei H-Bindungen seitens der 2-Aminogruppe zu einem
Phosphatsauerstoffatom der DNA. Die hydrophoben Ami-
nosiuren beider Depsipeptidringe (Pro, Sar, MeVal) legen
sich beidseitig zur Einschubstelle des Chromophors auf die
GC-Basenpaare, wobei als deren Nachbarn wiederum hydro-
phobe Adenin/Thymin-Paare stabilisierend wirken.[l Diese
Aminosdure/DNA-Wechselwirkungen schiitzen die essentiel-
len H-Bindungen gegen Konkurrenzreaktionen mit umge-
benden Wassermolekiilen. Durch das intercalierte Actinomy-
cin wird die rdumliche Struktur der DNA leicht verzerrt, was
zu einer Behinderung der DNA-abhingigen RNA-Synthese
und der DNA-Replikation fiihrt; ein intercaliertes Molekiil
auf 1000 Basenpaare fiihrt bereits zu einer deutlichen
Wirkung.?l Die Aktivitidt des Antibiotikums reagiert duBerst
sensibel auf chemische Strukturverdnderungen; so erlischt sie
z.B. nach Offnung eines Depsipeptidringes oder beim Ersatz
der Methyl- durch eine fert-Butyl- oder CF;-Gruppe im
Chromophor.[®

Seit etwa 1960 liefen Bemiihungen, die Kristallstruktur
eines unkomplexierten Actinomycins zu entschliisseln. Bach-
mann und Miiller® konnten von ActinomycinC;' eine
rhomboedrische sowie zwei monokline Kristallformen erhal-
ten, die aber vermutlich iiber eine pseudo-zweizéhlige Achse
verzwillingt waren. Palmer etal.l'!l fanden eine weitere,
vermeintlich monokline Kristallform mit einer ebensolchen
Verzwillingung; ein Strukturmodell konnte nicht abgeleitet
werden. Die erste echte Kristallstrukturaufkldrung an Acti-
nomycinD gelang 1988.1”1 Ginell et al. fanden die gleiche
Kristallform wie vorher Palmer et al., konnten die Struktur
aber in der Raumgruppe P1 16sen. Allerdings war das Modell
wegen der sehr schwachen Daten (maximale Auflosung
1.1 A) sowie der Verzwillingung nur als starre Gruppe zu
einem R-Wert von 14 % zu verfeinern.

Wir konnten nun erstmals unverzwillingte, bis zu atomarer
Auflosung streuende Einkristalle zweier Actinomycine, dem
ActinomycinD 1 und dem erst vor kurzem von Shiguematsu
et al.l® in der Konstitution aufgeklirten ActinomycinZ; 2,
erhalten. Von besonderem Interesse sind hierbei die Kon-
formationen der a- und S-Depsipeptidringe im unkomple-
xierten Zustand, ihre intramolekularen Wechselwirkungen
sowie die Packung der Actinomycin-Molekiile im Kristallgit-
ter einschlieBlich ihrer hydrophoben und hydrophilen Wech-
selwirkungen zueinander und zu Losungsmittelmolekiilen.

ActinomycinD 1 lie$3 sich aus Essigsdureethylester/Metha-
nol in Form orange-roter Einkristalle in der triklinen Raum-
gruppe P1 kristallisieren.'™ In der Elementarzelle von 1,
nachfolgend mit 1* bezeichnet, liegen drei unabhingige
Molekiile (A, B und C) neben einem Methanol- und sieben
Essigsdureethylester-Molekiilen vor. In Abbildung1 ist
exemplarisch das Molekiil C in drei Ansichten gezeigt. Die
Geometrie von A, B und C ist nahezu identisch, wobei A und
B mit einer mittleren quadratischen Abweichung von nur
0.29 A besser aufeinander passen als A und C (0.71 A) sowie
B und C (0.78 A). Jedes Molekiil ist annihernd C,-symme-
trisch, die pseudo-zweizdhlige Achse verlduft durch die
Verbindungslinie zwischen O5 und N10. Lediglich die asym-
metrische Substitution an C2 und C3 des Chromophors
verhindert das Vorliegen einer echten zweizidhligen Achse.
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Abb. 1. Dreidimensionale Struktur von 1 (Molekiil C in der Elementar-
zelle 1*). a) Aufsicht: Der -Depsipeptidring befindet sich rechts im Bild,
der a-Ring links; die 2-Aminogruppe des unterhalb der Peptide liegenden
Chromophors steht nach unten. b) Seitenansicht: Der 5-Ring liegt wieder
rechts; die 2-Aminogruppe ragt nach vorn. Unten am flachen, sich spater
zwischen die GC-Basenpaare der DNA einschiebenden Chromophor
erkennt man die fiir die Komplexstabilitdt wichtigen Methylgruppen.
¢) Vorderansicht: Der Chromophor (unten) wird durch die volumindsen,
konformativ steifen Peptidringe leicht in sich verdreht (siehe auch b). —
Thr = L-Threonin, Val =D-Valin, Pro = L-Prolin, Sar = Sarkosin, MeVal =
N-Methyl-L-valin. Die gepunkteten Atome sind die N-, die schraffierten
die O-Atome.

In jedem Molekiil werden zwei antiparallele H-Briicken
zwischen dem Amidstickstoffatom des a-seitigen und dem
Carbonylsauerstoffatom des f-seitigen D-Valins sowie umge-
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kehrt gebildet (Tabelle 1). Diese H-Briicken stabilisieren die
hier vorliegende ,,A*“-Konformation™ der Depsipeptidringe
und sind somit im Einklang mit allen bislang beobachteten
Konformationen im Festkorper*% 19 und in Losung.'”! Die
Superposition der sechs Depsipeptidringe von A-C ergibt
eine mittlere quadratische Abweichung von nur 0.29 A.

Tabelle 1. Abstinde [A] in einigen wichtigen intramolekularen Wasser-
stoffbriickenbindungen in 1* und 2%*.

A B C D E

N(Valy)-O(Val,) 291 293 2.93 3.00 2.90
N(Val,)-O(Valy) 2.87 2.87 2.86 2.88 291
N2-O(C1-CO) 274 277 2.62 2.68 2.68
N(Thr;)-N10 - - 276 281 281
N(Thr,)-N10 - - 2.83 2.96 294

Die Molekiile A und B bilden iiber eine pseudo-zweizidhlige
Achse ein Dimer. Die Chromophore sind dabei parallel
gestaffelt zueinander angeordnet; der kiirzeste Abstand
betrigt 3.43 A (Abb. 2). Die Amidstickstoff- und Carbonyl-
sauerstoffatome des Threonins im a-Depsipeptidring von A
und B bilden je zwei antiparallele H-Bindungen zu O3 bzw.
N2 des Chromophors vom jeweils anderen Molekiil (N(Thr,)-
03 3.07 bzw. 3.13 A; N2-O(Thr,) 2.94 bzw. 2.96 A). Da diese
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Abb. 2. Das Dimer aus den Molekiilen A und B in 1*. A ist mit schwarzen,
B mit nicht ausgefiillt gezeichneten Bindungen gezeigt. Die zweizihlige
Achse verlduft senkrecht zwischen den gestaffelt angeordneten und sich
mit den chinoiden Ringen iiberlappenden Chromophorsystemen. Die
gestrichelt gezeichneten Bindungen entsprechen den H-Briicken.

Gruppen im 1/DNA-Komplex jedoch Bindungspartner fiir die
GC-Basenpaare sind, ist die obige Dimerisierung sicherlich
nur in freiem Actinomycin D stabil.['¥l Das Molekiil C tendiert
nicht zur Dimerisierung, sondern es tritt lediglich eine
schwache Wechselwirkung zwischen der 2-Aminogruppe des
Chromophors und dem Carbonylsauerstoffatom des f-seiti-
gen Prolins vom Molekiil B einer benachbarten asymmetri-
schen Einheit auf (N2-O(Pro;) 3.03 A). Diese CO-Gruppe
bildet auch eine H-Briicke zum Methanolmolekiil (O(Me)-
O(Prog) 2.83 A). Die in der Zelle verteilten Essigsiureethyl-
estereinheiten gehen keine Wechselwirkungen ein.
Actinomycin Z; 2 wurde kiirzlich als wichtige Komponente
des Actinomycin-Z-Gemisches rein isoliert und in der Ami-
nosduresequenz der a- und p-Depsipeptidketten aufge-
klart.3! Es ist, neben dem dabei gleichfalls strukturell
charakterisierten ActinomycinZs, das erste native chlorhal-
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tige Actinomycin und enthdlt das sehr seltene 4-Chlor-L-
threonin (ClThr) statt rL-Threonin im p-Depsipeptidring.
Weiterhin findet man N-Methyl-L-alanin (MeAla) und cis-5-
Methyl-4-oxo-L-prolin (MOPro) statt N-Methyl-L-valin bzw.
L-Prolin im p-Ring sowie ftrans-3-Hydroxy-cis-5-methyl-L-
prolin (HMPro) statt L-Prolin im a-Ring.

Aus Benzol kristallisierte 2 in roten, rontgentauglichen
Einkristallen der Raumgruppe P2,2,2,. Anders als bei 1
befinden sich nur zwei unabhingige Molekiile (D und E) in
der asymmetrischen Einheit,'! die nachfolgend mit 2%
bezeichnet wird. Weiterhin konnten ein Wasser- und zwanzig
Benzolmolekiile in der Differenz-Fourier-Synthese lokalisiert
werden; damit betrdgt der Losungsmittelanteil in dieser
Struktur 374% (1*: 14.7%). Abbildung 3 zeigt die drei-
dimensionale Struktur des Molekiils D in 2*.

o o
HMPro °©
Abb. 3. Dreidimensionale Struktur von 2 in der Elementarzelle 2*. Die
hier gezeigte Darstellung mit dem rechts liegenden [-Depsipeptidring
entspricht der in Abb. 2a. Die dickgestrichelte Bindung (unten) markiert
die zusitzliche H-Briicke vom 3-O(HMPro)-Atom zur 1-CO-Gruppe am
Chromophor. — MeAla = N-Methyl-L-alanin, MOPro = cis-5-Methyl-4-
oxo-L-prolin, HMPro = trans-3-Hydroxy-cis-5-methyl-L-prolin, ClThr=4-
Chlor-L-threonin.

Zwar ist 2 ebenfalls pseudo-C,-symmetrisch mit der Ver-
bindungslinie OS5 ---N10; diese wird jedoch durch die nun in
den a- und fS-Depsipeptidringen unterschiedlichen Amino-
sduren viel stirker als bei 1 gestort. Beide p-Valinreste in 2
bilden analog zu 1 die wechselseitigen H-Briicken, die auch
hier die ,,A“-Konformation der Depsipeptidringe stabilisie-
ren (Tabelle 1). Zusitzlich findet man eine intramolekulare
H-Briicke zwischen der Hydroxygruppe des Hydroxymethyl-
prolins (a-Ring) und dem 1-Carbonylsauerstoffatom des
Chromophors (Abb. 3; O(HMPro,)-O(1-CO) jeweils 2.82 A
in D und E). Die vier Depsipeptidringe in 2* sind mit einer
mittleren quadratischen Abweichung von 0.33 A wiederum
fast identisch und ihre Konformationen stimmen auch nahezu
mit denen der sechs Depsipeptidringe aus 1* iiberein (0.32 A;
Abb. 4).

Die unabhéngigen Molekiile D und E in 2* sind mit einer
groBten mittleren quadratischen Abweichung von nur 0.24 A
gleichfalls nahezu identisch. Thre Superposition auf das
Molekiil A aus 1* zeigt, daB3 die Gesamtkonformationen der
beiden ActinomycineZ; und D einander &hnlich sind (Ab-
weichung 0.56 bzw. 0.50 A). Eine Dimerisierung wie in 1* war
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Abb. 4. Kleinste-Fehlerquadrate-Anpassung aller zehn Depsipeptidringe
von 1* und 2* iibereinander.

in 2* jedoch nicht nachweisbar. Die Molekiile D und E bilden
entlang der kristallographischen a-Achse eine Kettenstruktur,
die durch intermolekulare H-Briicken stabilisiert wird. Das in
der Differenz-Fourier-Synthese lokalisierte Wassermolekiil
bildet zum Carbonylsauerstoffatom des Chlorthreonins und
zum 9-Carbonylsauerstoffatom des Chromophors in D zwei
H-Bindungen (O(H,0)-O(ClIThr) 2.86, O(H,0)-O(9-C)
2.99 A).

Kamitori und Takusagawal’! konnten an dem von ihnen
untersuchten Actinomycin/DNA-Komplex zeigen, daf} sich
die Depsipeptidringe je nach Breite der kleinen Furche in
diese durch eine Drehung um die Bindungen C1-CO und C9-
CO am Chromophor einpassen. Interessant ist somit ein
Vergleich der entsprechenden Torsionswinkel C2-C1-CO-
N(Thrz) und C8-C9-CO-N(Thr,) (Tabelle 2). Man erkennt
hier zwei Trends: Der Torsionwinkel am f-Ring ist grof3er als
der am a-Ring; vom freien Actinomycin (Molekiile C, D, E)
tiber das Dimer (A, B) zum komplexierten Actinomycin (F,
G) werden die Winkel kleiner.

Tabelle 2. Ubersicht iiber die Torsionswinkel C2-C1-CO-N(Thr,) und C8-
C9-CO-N(Thr,) [°] in 1* bzw. 2* (Molekiile A-E) sowie im Actinomycin-
Desoxyguanosinkomplex (F) und im Actinomycin-DNA-Komplex (G).F!

A B C D E F G

a-Ring 131.8 115.1 141.2 1284 130.7 101 89.7
p-Ring 141.8 140.2 151.7 144.9 150.2 112 91.3

Im freien Actinomycin werden die Threoninstickstoffato-
me in Richtung auf die Chromophorebene aufeinander zu
verschoben, so dafB3 sie schwache intramolekulare Wechsel-
wirkungen zu N10 des Chromophors eingehen (Tabelle 1). Im
Dimer sind die N(Thr)-Atome weiter aus der Chromophor-
ebene herausgedreht (131.8 bzw. 115.1°), die intramolekulare
Absittigung entfillt,'”! und das a-seitige Amidstickstoffatom
kann bereits intermolekulare Wechselwirkungen eingehen.
Im Actinomycin/DNA-Komplex (Torsionswinkel ca. 90°)
ragen die Amidstickstoffatome ganz aus der Chromophor-
ebene heraus und konnen nun die essentiellen H-Bindungen
zum Guaninrest der DNA bilden. Die Drehbarkeit der
konformativ in sich wenig flexiblen Depsipeptidringe um
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die C1-CO- und die C9-CO-Achse ermoglicht es — zusammen
mit der Drehbarkeit um die N-C-Bindungen der Threonin-
reste® — dem Actinomycin-Molekiil somit, die a- und S-
Depsipeptidgruppen derart zu orientieren, daf sie optimal in
die kleine DNA-Furche eingepa3t werden konnen. Sind die
Depsipeptidringe wie in aniso-ActinomycinZ; 2 strukturell
stark verschieden, so diirfte die dadurch betrdchtlich ver-
starkte Unsymmetrie des Gesamtmolekiils (Abb. 3) diesen
Einpassungs- und Intercalationsprozef3 erschweren. Schwi-
chen dann noch hydrophile Aminosidurevarianten die wich-
tigen hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Depsi-
peptidringen und den Adenin/Thymin-Basenpaaren der
DNA, dann wird der fiir Actinomycine des Z-Typs beob-
achtete Riickgang der biologischen Aktivitét plausibel.

Fir die erst jetzt erfolgreiche, prézise Kristallstrukturauf-
klarung von Actinomycinen spielt die Kombination mehrerer
Faktoren eine entscheidende Rolle: Zunichst ist die Ziich-
tung unverzwillingter Kristalle, die hier erstmals bei einem
Actinomycin gelang, absolute Voraussetzung. Die Aufnahme
hochauflosender Datensétze erfolgt dann durch die Anwen-
dung tiefer Temperaturen, intensiver Rontgenstrahlen sowie
die Nutzung eines Fldchenzdhlers und fithrt zu sehr viel
detaillierteren Einblicken in die dreidimensionalen Struktu-
ren der Molekiile. SchlieBlich erméglicht die Entwicklung
neuer Ab-initio-Strukturlésungsmethoden, wie sie im Pro-
gramm SHELXDPU implementiert sind, iiberhaupt erst die
Aufkldarung von Gleichatomstrukturen mit mehr als ca. 200
unabhingigen Nichtwasserstoffatomen. Die vom Programm
benotigte Rechenzeit fiir beide Strukturen betrug auf einem
Pentium-Pro-Prozessor mehrere Stunden. Eine Strukturlo-
sung von 1* mit 314 Nichtwasserstoffatomen in der asymme-
trischen Einheit mit traditionellen Direkten Methoden wire
nicht moglich gewesen. Mit Strukturaufkldrungen weiterer
Actinomycine sowie anderer interessanter ,,grofer Kleinmo-
lekiile“ ist somit in der nédchsten Zeit zu rechnen.

Eingegangen am 23. Mérz 1998 [Z11626]
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