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Actinomycine sind antibiotisch und cytostatisch hochwirk-
same, aus Streptomyces-Kulturen isolierte Chromopeptide,
von denen es über 30 native und zahlreiche synthetische
Varianten gibt.[1] Alle enthalten den gleichen Chromophor,
ein 2-Aminophenoxazin-3-on-System, das säureamidartig mit
zwei identischen oder verschiedenartigen Pentapeptidlacton-
(Depsipeptid)-Ringen verknüpft ist (iso- bzw. aniso-Actino-
mycine). Am besten untersucht wurde Actinomycin D (� C1)
1 (Schema 1), das trotz seiner hohen Toxizität unter anderem
zur Therapie von seltenen Krebsarten (z.B. Wilms-Tumor)
eingesetzt wird. Besonders unter molekularbiologischen As-
pekten interessiert der Wirkmechanismus der Actinomycine.

Schema 1. Actinomycin D (� C1) 1: R1�H, R2�H, R3�H, R4�H, R5�
CH(CH3)2, R6�H; Actinomycin Z3 2: R1�OH, R2�CH3, R3�CH3,
R4�O, R5�CH3, R6�Cl.

Dieser beruht, wie schon 1968[2] diskutiert und später
NMR-spektroskopisch[3] sowie durch Röntgenstrukturdaten
von Actinomycin/Deoxyguanosin-[4] und DNA-Oktamer-
Komplexen[5, 6] verifiziert, auf einem Einschub (Intercalation)
der Chromophoreinheit zwischen zwei Guanin/Cytosin(GC)-
Basenpaare der doppelsträngig-helikalen DNA. Die beiden
Depsipeptidringe liegen dann in der kleinen Furche der DNA
und bilden je zwei Wasserstoffbrückenbindungen zwischen
den NH- und CO-Gruppen der Threonine und den benach-

barten Stickstoffatomen der Guaninbasen; hinzu kommen
zwei H-Bindungen seitens der 2-Aminogruppe zu einem
Phosphatsauerstoffatom der DNA. Die hydrophoben Ami-
nosäuren 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.[7] Diese
Aminosäure/DNA-Wechselwirkungen schützen die essentiel-
len H-Bindungen gegen Konkurrenzreaktionen mit umge-
benden Wassermolekülen. Durch das intercalierte Actinomy-
cin wird die räumliche Struktur der DNA leicht verzerrt, was
zu einer Behinderung der DNA-abhängigen RNA-Synthese
und der DNA-Replikation führt; ein intercaliertes Molekül
auf 1000 Basenpaare führt bereits zu einer deutlichen
Wirkung.[2] Die Aktivität des Antibiotikums reagiert äuûerst
sensibel auf chemische Strukturveränderungen; so erlischt sie
z. B. nach Öffnung eines Depsipeptidringes oder beim Ersatz
der Methyl- durch eine tert-Butyl- oder CF3-Gruppe im
Chromophor.[8]

Seit etwa 1960 liefen Bemühungen, die Kristallstruktur
eines unkomplexierten Actinomycins zu entschlüsseln. Bach-
mann und Müller[9] konnten von Actinomycin C3

[10] eine
rhomboedrische sowie zwei monokline Kristallformen erhal-
ten, die aber vermutlich über eine pseudo-zweizählige Achse
verzwillingt waren. Palmer et al.[11] fanden eine weitere,
vermeintlich monokline Kristallform mit einer ebensolchen
Verzwillingung; ein Strukturmodell konnte nicht abgeleitet
werden. Die erste echte Kristallstrukturaufklärung an Acti-
nomycin D gelang 1988.[12] Ginell et al. fanden die gleiche
Kristallform wie vorher Palmer et al., konnten die Struktur
aber in der Raumgruppe P1 lösen. Allerdings war das Modell
wegen der sehr schwachen Daten (maximale Auflösung
1.1 �) sowie der Verzwillingung nur als starre Gruppe zu
einem R-Wert von 14 % zu verfeinern.

Wir konnten nun erstmals unverzwillingte, bis zu atomarer
Auflösung streuende Einkristalle zweier Actinomycine, dem
Actinomycin D 1 und dem erst vor kurzem von Shiguematsu
et al.[13] in der Konstitution aufgeklärten Actinomycin Z3 2,
erhalten. Von besonderem Interesse sind hierbei die Kon-
formationen der a- und b-Depsipeptidringe im unkomple-
xierten Zustand, ihre intramolekularen Wechselwirkungen
sowie die Packung der Actinomycin-Moleküle im Kristallgit-
ter einschlieûlich ihrer hydrophoben und hydrophilen Wech-
selwirkungen zueinander und zu Lösungsmittelmolekülen.

Actinomycin D 1 lieû sich aus Essigsäureethylester/Metha-
nol in Form orange-roter Einkristalle in der triklinen Raum-
gruppe P1 kristallisieren.[14] In der Elementarzelle von 1,
nachfolgend mit 1* bezeichnet, liegen drei unabhängige
Moleküle (A, B und C) neben einem Methanol- und sieben
Essigsäureethylester-Molekülen vor. In Abbildung 1 ist
exemplarisch das Molekül 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 � besser aufeinander passen als A und C (0.71 �) sowie
B und C (0.78 �). Jedes Molekül ist annähernd C2-symme-
trisch, die pseudo-zweizählige Achse verläuft durch die
Verbindungslinie zwischen O5 und N10. Lediglich die asym-
metrische Substitution an C2 und C3 des Chromophors
verhindert das Vorliegen einer echten zweizähligen Achse.
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Abb. 1. Dreidimensionale Struktur von 1 (Molekül C in der Elementar-
zelle 1*). a) Aufsicht: Der b-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 b-Ring liegt wieder
rechts; die 2-Aminogruppe ragt nach vorn. Unten am flachen, sich später
zwischen die GC-Basenpaare der DNA einschiebenden Chromophor
erkennt man die für die Komplexstabilität wichtigen Methylgruppen.
c) Vorderansicht: Der Chromophor (unten) wird durch die voluminösen,
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 Molekül werden zwei antiparallele H-Brücken
zwischen dem Amidstickstoffatom des a-seitigen und dem
Carbonylsauerstoffatom des b-seitigen d-Valins sowie umge-

kehrt gebildet (Tabelle 1). Diese H-Brücken stabilisieren die
hier vorliegende ¹Aª-Konformation[15] der Depsipeptidringe
und sind somit im Einklang mit allen bislang beobachteten
Konformationen im Festkörper[4±6, 16] und in Lösung.[17] Die
Superposition der sechs Depsipeptidringe von A ± C ergibt
eine mittlere quadratische Abweichung von nur 0.29 �.

Die Moleküle A und B bilden über eine pseudo-zweizählige
Achse ein Dimer. Die Chromophore sind dabei parallel
gestaffelt zueinander angeordnet; der kürzeste Abstand
beträgt 3.43 � (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 Molekül (N(Thra)-
O3 3.07 bzw. 3.13 �; N2-O(Thra) 2.94 bzw. 2.96 �). Da diese

Abb. 2. Das Dimer aus den Molekülen A und B in 1*. A ist mit schwarzen,
B mit nicht ausgefüllt gezeichneten Bindungen gezeigt. Die zweizählige
Achse verläuft senkrecht zwischen den gestaffelt angeordneten und sich
mit den chinoiden Ringen überlappenden Chromophorsystemen. Die
gestrichelt gezeichneten Bindungen entsprechen den H-Brücken.

Gruppen im 1/DNA-Komplex jedoch Bindungspartner für die
GC-Basenpaare sind, ist die obige Dimerisierung sicherlich
nur in freiem Actinomycin D stabil.[18] Das Molekül C tendiert
nicht zur Dimerisierung, sondern es tritt lediglich eine
schwache Wechselwirkung zwischen der 2-Aminogruppe des
Chromophors und dem Carbonylsauerstoffatom des b-seiti-
gen Prolins vom Molekül B einer benachbarten asymmetri-
schen Einheit auf (N2-O(Prob) 3.03 �). Diese CO-Gruppe
bildet auch eine H-Brücke zum Methanolmolekül (O(Me)-
O(Prob) 2.83 �). Die in der Zelle verteilten Essigsäureethyl-
estereinheiten gehen keine Wechselwirkungen ein.

Actinomycin Z3 2 wurde kürzlich als wichtige Komponente
des Actinomycin-Z-Gemisches rein isoliert und in der Ami-
nosäuresequenz der a- und b-Depsipeptidketten aufge-
klärt.[13] Es ist, neben dem dabei gleichfalls strukturell
charakterisierten Actinomycin Z5, das erste native chlorhal-

Tabelle 1. Abstände [�] in einigen wichtigen intramolekularen Wasser-
stoffbrückenbindungen in 1* und 2*.

A B C D E

N(Valb)-O(Vala) 2.91 2.93 2.93 3.00 2.90
N(Vala)-O(Valb) 2.87 2.87 2.86 2.88 2.91
N2-O(C1-CO) 2.74 2.77 2.62 2.68 2.68
N(Thrb)-N10 ± ± 2.76 2.81 2.81
N(Thra)-N10 ± ± 2.83 2.96 2.94
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tige Actinomycin und enthält das sehr seltene 4-Chlor-l-
threonin (ClThr) statt l-Threonin im b-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 b-Ring sowie trans-3-Hydroxy-cis-5-methyl-l-
prolin (HMPro) statt l-Prolin im a-Ring.

Aus Benzol kristallisierte 2 in roten, röntgentauglichen
Einkristallen der Raumgruppe P212121. Anders als bei 1
befinden sich nur zwei unabhängige Moleküle (D und E) in
der asymmetrischen Einheit,[14] die nachfolgend mit 2*
bezeichnet wird. Weiterhin konnten ein Wasser- und zwanzig
Benzolmoleküle in der Differenz-Fourier-Synthese lokalisiert
werden; damit beträgt der Lösungsmittelanteil in dieser
Struktur 37.4 % (1*: 14.7 %). Abbildung 3 zeigt die drei-
dimensionale Struktur des Moleküls D in 2*.

Abb. 3. Dreidimensionale Struktur von 2 in der Elementarzelle 2*. Die
hier gezeigte Darstellung mit dem rechts liegenden b-Depsipeptidring
entspricht der in Abb. 2a. Die dickgestrichelte Bindung (unten) markiert
die zusätzliche H-Brücke 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-C2-symmetrisch mit der Ver-
bindungslinie O5 ´´ ´ N10; diese wird jedoch durch die nun in
den a- und b-Depsipeptidringen unterschiedlichen Amino-
säuren viel stärker als bei 1 gestört. Beide d-Valinreste in 2
bilden analog zu 1 die wechselseitigen H-Brücken, die auch
hier die ¹Aª-Konformation der Depsipeptidringe stabilisie-
ren (Tabelle 1). Zusätzlich findet man eine intramolekulare
H-Brücke zwischen der Hydroxygruppe des Hydroxymethyl-
prolins (a-Ring) und dem 1-Carbonylsauerstoffatom des
Chromophors (Abb. 3; O(HMProa)-O(1-CO) jeweils 2.82 �
in D und E). Die vier Depsipeptidringe in 2* sind mit einer
mittleren quadratischen Abweichung von 0.33 � wiederum
fast identisch und ihre Konformationen stimmen auch nahezu
mit denen der sechs Depsipeptidringe aus 1* überein (0.32 �;
Abb. 4).

Die unabhängigen Moleküle D und E in 2* sind mit einer
gröûten mittleren quadratischen Abweichung von nur 0.24 �
gleichfalls nahezu identisch. Ihre Superposition auf das
Molekül A aus 1* zeigt, daû die Gesamtkonformationen der
beiden Actinomycine Z3 und D einander ähnlich sind (Ab-
weichung 0.56 bzw. 0.50 �). Eine Dimerisierung wie in 1* war

Abb. 4. Kleinste-Fehlerquadrate-Anpassung aller zehn Depsipeptidringe
von 1* und 2* übereinander.

in 2* jedoch nicht nachweisbar. Die Moleküle D und E bilden
entlang der kristallographischen a-Achse eine Kettenstruktur,
die durch intermolekulare H-Brücken stabilisiert wird. Das in
der Differenz-Fourier-Synthese lokalisierte Wassermolekül
bildet zum Carbonylsauerstoffatom des Chlorthreonins und
zum 9-Carbonylsauerstoffatom des Chromophors in D zwei
H-Bindungen (O(H2O)-O(ClThr) 2.86, O(H2O)-O(9-C)
2.99 �).

Kamitori und Takusagawa[6] konnten an dem von ihnen
untersuchten Actinomycin/DNA-Komplex zeigen, daû 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(Thrb) und C8-C9-CO-N(Thra) (Tabelle 2). Man erkennt
hier zwei Trends: Der Torsionwinkel am b-Ring ist gröûer als
der am a-Ring; vom freien Actinomycin (Moleküle C, D, E)
über das Dimer (A, B) zum komplexierten Actinomycin (F,
G) werden die Winkel kleiner.

Im freien Actinomycin werden die Threoninstickstoffato-
me in Richtung auf die Chromophorebene aufeinander zu
verschoben, so daû 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. 115.18), die intramolekulare
Absättigung entfällt,[19] und das a-seitige Amidstickstoffatom
kann bereits intermolekulare Wechselwirkungen eingehen.
Im Actinomycin/DNA-Komplex (Torsionswinkel ca. 908)
ragen die Amidstickstoffatome ganz aus der Chromophor-
ebene heraus und können nun die essentiellen H-Bindungen
zum Guaninrest der DNA bilden. Die Drehbarkeit der
konformativ in sich wenig flexiblen Depsipeptidringe um

Tabelle 2. Übersicht über die Torsionswinkel C2-C1-CO-N(Thrb) und C8-
C9-CO-N(Thra) [8] in 1* bzw. 2* (Moleküle A ± E) sowie im Actinomycin-
Desoxyguanosinkomplex (F)[4] und im Actinomycin-DNA-Komplex (G).[5]

A B C D E F G

a-Ring 131.8 115.1 141.2 128.4 130.7 101 89.7
b-Ring 141.8 140.2 151.7 144.9 150.2 112 91.3
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die C1-CO- und die C9-CO-Achse ermöglicht es ± zusammen
mit der Drehbarkeit um die N-C-Bindungen der Threonin-
reste[20] ± dem Actinomycin-Molekül somit, die a- und b-
Depsipeptidgruppen derart zu orientieren, daû sie optimal in
die kleine DNA-Furche eingepaût werden können. Sind die
Depsipeptidringe wie in aniso-Actinomycin Z3 2 strukturell
stark verschieden, so dürfte die dadurch beträchtlich ver-
stärkte Unsymmetrie des Gesamtmoleküls (Abb. 3) diesen
Einpassungs- und Intercalationsprozeû erschweren. Schwä-
chen dann noch hydrophile Aminosäurevarianten die wich-
tigen hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Depsi-
peptidringen und den Adenin/Thymin-Basenpaaren der
DNA, dann wird der für Actinomycine des Z-Typs beob-
achtete Rückgang der biologischen Aktivität plausibel.

Für die erst jetzt erfolgreiche, präzise Kristallstrukturauf-
klärung von Actinomycinen spielt die Kombination mehrerer
Faktoren eine entscheidende Rolle: Zunächst ist die Züch-
tung unverzwillingter Kristalle, die hier erstmals bei einem
Actinomycin gelang, absolute Voraussetzung. Die Aufnahme
hochauflösender Datensätze erfolgt dann durch die Anwen-
dung tiefer Temperaturen, intensiver Röntgenstrahlen sowie
die Nutzung eines Flächenzählers und führt zu sehr viel
detaillierteren Einblicken in die dreidimensionalen Struktu-
ren der Moleküle. Schlieûlich ermöglicht die Entwicklung
neuer Ab-initio-Strukturlösungsmethoden, wie sie im Pro-
gramm SHELXD[21] implementiert sind, überhaupt erst die
Aufklärung von Gleichatomstrukturen mit mehr als ca. 200
unabhängigen Nichtwasserstoffatomen. Die vom Programm
benötigte Rechenzeit für beide Strukturen betrug auf einem
Pentium-Pro-Prozessor mehrere Stunden. Eine Strukturlö-
sung von 1* mit 314 Nichtwasserstoffatomen in der asymme-
trischen Einheit mit traditionellen Direkten Methoden wäre
nicht möglich gewesen. Mit Strukturaufklärungen weiterer
Actinomycine sowie anderer interessanter ¹groûer Kleinmo-
leküleª ist somit in der nächsten Zeit zu rechnen.
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