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d ihydrobenzo[b] furan  4 wi th  2 -methoxy-4 ,  5-methylene-  
d ioxybenzyl  cyanide  5 yie lded 6-hydroxy-5- (2-methoxy-  
4, 5 - me thy lened ioxypheny lace ty l )  - 2, 3 - d ihydrobenzo  [b] - 
furan (IV, m.p.  153 ° ~ 1 5 4  °, I R  1650 cm -1 (Nujol) (CO), 
UV-max~[EtOH m/,  (log e); 239 (4.21), 284 (4.14), 330 (3.70). 
F o u n d :  C, 65.67; H, 4.95. CxsH1606 requires:  C, 65.85; 
H, 4.91%). T r e a t m e n t  of (IV) wi th  e thyl  orthoformate- 
pyr id ine-piper id ine"  gave  the  d i h y d r o c o m p o u n d  (V, 
m.p.  247 o..~248 o, I R  1644 cm -~ (Nujol) (7-pyrone),  UV 
~EtoH 

max m#  (log e); 241, (4.22), 251~ (4.19), ~10 (4.23). 
Found :  C, 67.38; H,  4,47. C19HI40 e requires:  C, 57.45; 
H,  4.179'o). On dehydrogena t ion  wi th  N-bromosuccin-  
imide (V) af forded dehydroneo tenone  (nI ,  m.p.  234 ° 
~'~235 °, I R  1644, 1626, 1589, 1544, 1508 cm -1 (NujoI), 

EtOH UV)tma x m #  (log e); 238 (4.59), 309 (4.20). Found :  C, 
68.00; H, 3.84. CxgHx206 requires :  C, 67;85; H, 3.60%) 
(lit., m.p.  2 4 0 ° ~ 2 4 1  °2, m.p.  242* (correct) 7, l i t .  ~, I R  
1658, 1629, 1592, 1549, 1506 cm -1 (chloroform solution),  

OV ~EtOH m #  (log e); 239 (4.61), 308 (4.10)). (nI) was "max  
readi ly  conver ted  into 6 -hydroxy-5- (2 -methoxy-4 ,5 -  
me thy lened ioxypheny lace ty l )benzo[b ] fu ran  (m.p. 161 ° 
~ 1 6 2  °) (lit. ~ m.p.  1 6 2 ° ~ 1 6 3  °) b y  alkal ine hydrolysis ,  
thus  es tabl ishing the  s t ruc tu re  of (In). 

Zusammen/assung. Aus 6 -Hydroxy-5 - (2 -me thoxy-4 ,5 -  
me thy lend ioxypheny lace ty l )  - 2, 3 -d ihyd robenzo  [b] furan  
(IV) wurde  nach  VENKATARAMAN Dihydrofurano- i so-  
f lacon (V) herges te l l t  und zu D e h y d r o n e o t e n o n  (III)  de- 
hydrier t .  
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I n a t t i v a z i o n e  d e l l a  g r a m i c i d i n a  d o v u t a  a l l a  c o n -  
v e r s i o n e  t r i p t o f a n o  --~ N ' - F o r m i l c h i n u r e n i n a  

La gramicidinu,  isolata  in fo rma  cr is ta l l ina  da  col ture  
di Bacillus brevis, @ cost i tu i ta  da  una  misce la  di pept id i  
cara t te r izza t i  da  un e levato  con tenu to  in t r ip tofano,  dal la  
mancanza  di residui N-  e C-terminal i ,  dal ta  no tevo le  solu- 
bilitA in alcool e dal la  presenza di aminoacidi  del la  serie 
D 1 . 

La composizione e la s t ru t t u r a  pr imar ia  della frazione A, 
che costi tuisce la par te  pill cospicua della miscela pep-  
t id ica  (79%)t ,  sono s ta te  r ecen temente  de t e rmina te  s. 

Con r icerche s i s temat iche  sul l 'ozonizzazione di pept id i  
e proteine 4 ~ s ta to  messo a pun to  un me todo  per  la modi-  
fica se le t t iva  dei residui del t r ip to fano  a residui di N ' -  
Ior lni lchinurenina,  senza ro t tu ra  di legami  peptidici ,  come 
i l lus t ra to  nello schema.  

NH--CH--CO ~ ~ NH--CH--CO 
I I 
CH 2 CH 2 

~ ' N I  ~ ~ --C=O 
"-,N_C.~ O 

H H ~ H  

Alcune pro te ine  b io logicamente  a t t ive ,  hanno  soppor- 
t a t o  ta le  modif ica  conservando  comple t amen te  la loro 
a t t i v i t£  5. 

L ' e l eva to  con tenu to  in t r ip tofano  (40.2%) della grami-  
c id ina  e l ' a l t a  resa di conversione t r ip to fano-N ' - fo rmi l -  

chinurenina,  o t t e n u t a  con la sua ozonizzazione 6 permet -  
tono di e f fe t tuare  larghe e se le t t ive  var iaz ioni  sequenzial i  
nei suoi pept id i  cost i tuent i ,  fornendo u n ' o t t i m a  occasione 
per  io s tudio di relazioni  t r a  s t r u t t u r a  ed a t t iv i tk  biologica. 
Ques t ' u l t ima  si esplica, come e noto,  a t t r ave r so  un ' ini-  
bizione della cresci ta  di numerosi  organismi Gram posi t iqi  
ed un effet to  l i t ico sui globuli  rossi del sangue. 

L a  g ramic id ina  (N.B.C.) @ s t a t a  ossidata  in presenza di 
resorcinolo nelle condizioni  gi~ descri t teS;  nel  p rodo t to  
finale di ossidazione la scomparsa  del t r ip tofano  era  
completa .  

La  graduale  convers ione del t r ip to fano  ad N ' - formi l -  
ch inuren ina  ~ s t a t a  segui ta  per  v ia  spe t t ro fo tomet r i ca  a 
315 m/~, come r ipor ta to  in F igura  1. 

Dal la  soluzione di gramic id ina  in corso di ossidazione, 
sono staff  o p p o r t u n a m e n t e  pre leva t i  var i  eampioni ,  per  
le p rove  di a t t iv i t~  an t iba t t e r i ca  ed emol i t i ca  e per  l ' ana-  
lisi del con tenu to  di chinurenina .  
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L ' a t t i v i t ~  a n t i b a t t e r i c a  ~ s t a t a  d e t e r m i n a t a  con  il 
m e t o d o  di SCHALES e SVT~ON ~ SU Streptococcus (Gruppo  
D, Shingf ie ld)  e que t la  emol i t i ca  con  il m e t o d o  di DIMICK s 
su globul i  rossi  uman i .  L a  d e t e r m i n a z i o n e  de l la  ch inu re -  
n i n a  (Tabel la)  ~ s t a t a  esegu i ta  su ana l i zza to re  a u t o m a t i c o  
di  a m i n o a c i d i  secondo SPACKM~N e t  al. L 

D.O. a 315 m~ della gramicidina Chinurenina 
modificata sciolta in etanolo % 
(mg 0.11 ]cm') 

0.250 28.4 
0.500 56.5 
0.760 89.3 

I da f t  r i p o r t a t i  in  F i g u r a  2 e F i g u r a  3 m o s t r a n o  c h e l a  
c o m p l e t a  sos t i tuz ione  del  t r i p t o f a n o  con  N ' - fo rmi l ch inu re -  
n~na p o r t a  a l la  soppress ione  s ia  de l l ' a t t i v i tA  a n t i b a t t e r i c a  
che d e l l ' a t t i v i t ~  emol i t ica .  

Poich~ le a t t i v i t k  a n t i b a t t e r i c a  ed emol i t i ca  sono fun-  
zioni  pressoch~ l inear i  del  c o n t e n u t o  in  t r i p t o f a n o  (F igure  
2 e 3) poss iamo a f f e rmare  che l ' i n t eg r i t~  dei nuclei  indo-  
lici, in  t u t t i  i p ep t i d i  c o s t i t u e n t i  la  g ramic id ina ,  ~ neces- 
sa r i a  pe r  il m a n t e n i m e n t o  della sue  funz ion i  biologiche.  

I nos t r i  daf t  sono in accordo  con  i r i su l t a t i  o t t e n u t i  nel  
t r a t t a m e n t o  de l la  g r a m i c i d i n a  con  va r i  agen t i  che  pro-  
v o c a n o  d i m i n u z i o n e  di  p r o p r i e t k  b a t t e r i o s t a t i c h e  ed  emo- 
l i t iche  10 L a  soppress ione  d e l l ' a t t i v i t ~  b io logica  connessa  
con  la  s c o m p a r s a  dei res idui  del t r i p t o f a n o  ~ s t a t a  o t t e n u t a  
a n c h e  m e d i a n t e  i r r ad iaz ione  de l la  g r a m i c i d i n a  a 2400-  
3 0 0 0 / ~ z  s enza  che  pe r  a l t ro  venisse  c h i a r i t a  la  n a t u r a  dei  
p r o d o t t i  d e r i v a t i  da l  t r i p t o f a n o  scomparso .  
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l~'ig. 1. Formazione di N'-formilehinurenina seguita spettrofoto- 
metricamente durante la ozonizzazione seletfiva della gramicidina. 

100 

O0 O" 
TF/% 

Fig. 2. At t iv l t~ antibatterica della gramieidina in funzione della 
graduale conversione triptofano-N'-formilehinurenina. 
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Fig. 3. Attivit~ emolitica della gramicidina in funzione della gra- 
duale conversione triptofano-N'-formilehinurenina. 

Summary.  T r e a t m e n t  of g r amic id in  w i t h  ozone in  
fo rmic  acid leads  to  a t r y p t o p h a n - N ' - f o r m y l k y n u r e n i n e  
convers ion .  Such  a c o n v e r s i o n  causes  a decrease  of b o t h  
b a c t e r i o s t a t i c  a n d  h a e m o l y t i c  ac t iv i t ies .  
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