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Fiir NMR-spektrometrische Konformationsanalysen wurden fiinf unterschiedlich deuterierte
Pentapeptidlactone (9a— e) und daraus vier selektiv nur im (2)- bzw. ()-Peptidteil deuterierte
Actinomycin Ci-siure-lacton-Paare (12, 13) sowie einige in beiden Peptid-Gruppen jeweils
gleich markierte iso-Deutero-actinomycine (15) aufgebaut. Lactonisierung von 12,13 gab
acht stellungsspezifisch in (&) oder (8) markierte aniso-Deutero-actinomycine C; (16, 17).
Uber 15—17 gelang erstmals die («, B)-stellungsspezifische Zuordnung der NMR-Signale von
Actinomycin C;(D) (2) und eng damit verwandten Actinomycinen wie z. B. Cp, i-C, und C32).

Syntheses of Selectively Deuterated Pentapeptide Lactones and
Actinomycines Specifically Labelled in the (a)- or (8)-Peptide Ring

For n.m.r. spectroscopic conformational analysis five diversely deuterated pentapeptide
lactones (9a—e) and derived from them four pairs of actinomycine Cj-acid lactones (12, 13)
selectively deuterated only in the (x)- or (B)-peptide chain, as well as some iso-deutero-
actinomycines (15) equally labelled in both peptides were synthesized. Lactonization of
12,13 yielded eight aniso-deutero-actinomycines C; (16, 17) specifically deuterated in () or
(B). By use of 15—17 structure specific assignments of the n.m.r. signals from actinomycine
C1(D) (2) and closely related actinomycines (Cs, i-C,, C32) etc.) could be achieved.

Mit den beiden in («)- oder (P)-Stellung am Actinocinylrest einseitig fixierten,
rotationsbehinderten Peptidgruppen eignen sich Actinomycine (2) und deren Vorstufen
— u.a.im Vergleich mit entsprechenden ficien Peptiden — hervorragend zum
Studium der Wechselwirkung eng benachbarter Peptidketten. Derartige Untersu-
chungen sind, ebenso wie die der intermolekularen Komplex- (z. B. mit DNS?) oder
Assoziatbildung von Actinomycinen, fest mit der Klirung von Konformations- bzw.
Sekundér/Tertidrstrukturfragen verbunden und erfolgen in Lésung vorzugsweise, oft
ausschlieBlich NMR-spektrometrisch. Dies setzt zundchst eine sichere, auch («,p)-
stellungsspezifische Zuordnung der NMR-Signale des jeweiligen Actinomycins oder
Peptids voraus.

Die identischen Peptidlactonringe eines iso-Actinomycins wie Cq (2) geben — ver-
mutlich aufgrund der Chromophorasymmetrie, weniger konformativ bedingt® --
U Auszugsweise vorgetragen auf dem ,,V. BGZ-Symposium iiber Naturstoffchemier vom

16.—18. 9. 1968 in Ziirich (Schweiz).
2} H. Brockmann, Fortschr: Chem. org. Naturstoffe [Wien] 18, 1 (1960).

3) Vgl z. B. W. Miiller und D. M. Crothers, J. molecular Biol. 35, 251 (1968).
4 H. Lackner, Tetrahedron Letters [London] 1971, 2221.
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z.T. unterschiedliche NMR-Signale, deren 3-Werte nicht cohne weiteres mit der (o)-
oder (P)-seitigen Stellung des betreffenden Protons korrelierbar sind. Um dieses
sowie eine einwandfreie Bandenidentifizierung (vier N—CH;3-Gruppen!) zu erreichen
und dann beide Peptidlactone iiber ihre Teilspekiren getrennt beobachten zu kdnnen,
schien der Einsatz gezielt in () oder () deuterierter Actinomycine besonders erfolg-
versprechend.

Fiir deren Darstellung entfiel der nicht stellungsspezifische Deuteriumaustausch an
fertigen Actinocinylpeptiden oder Actinomycinen von vornherein. Vielmehr mufiten
aus deuterierten Aminosiuren markierte Peptidderivate synthetisiert und diese durch
Kombination mit unmarkierten Bausteinen in die Deutero-actinomycine iibergefiihrt
werden.

Die selektive Deuterierung von Peptiden oder Proteinen wurde — neben der durch Titra-
tion®, Substitution®, Komplexierung? u. dgl. erreichbaren Verinderung bestimmter
Signale - bereits vereinzelt zur genaueren NMR-Spektren-Analysec herangezogen. So
berichteten z.B. Nakamura und Jardetzky von Messungen an Deutero-oligoglycinen und
Meadows, Jardetzky, Epand, Riiterjans und Sheraga®) sowie Puiter, Barreto, Markley und
Jardetzky 8 von Untersuchungen teilweise biosynthetisch deuterierter Nucleasen. Kopple,
Ohnishi und Go9 synthetisierten Dideuteroglycin enthaltende Hexapeptide.

5) A. Nakamura ovnd O. Jardetzky, Proc. natl. Acad. Sci. USA 58, 2212 (1967); Biochemistry

7, 1226 (1968).

6 A. M. Crestfield, W. H. Stein und S. Moore, J. biol. Chemistry 238, 2413 (1963).
7 M. K. Kimund 4. E. Martell, J. Amer. chem. Soc. 91, 872 (1969).

8a) D. H. Meadows, O.Jardetzky, R. M. Epand, H. H, Riiterjun und H. Sheraga, Proc.
natl. Acad. Sci. USA 60, 766 (1968).

8v) I. Putter, A. Barreto, J. L. Markley und O. Jardetzky, Proc. natl. Acad. Sci. USA 64,
1396 (1969).

9 K. D. Kopple, M. Ohnishi und A. Go, Biochemistry 8, 4087 (1969).
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Deuteroaminosiauren sind durch Austausch oder Synthesc auf {iblichemn Wege (vgl. unten)
meist gut zuginglich. Partiell N-methyldeuteriertes Sarkosin benutzten Cohkn, Simmonds,
Chandler und duVigneaud9 fiir Stoffwechseluntersuchungen.

Der Aufbau gezielt markierter aniso-Actinomycine erforderte allerdings aufler der
selektiven Deuterierung von Peptidlactongruppen noch deren («,3)-stellungsspezi-
fische Verkniipfung mit dem Actinocinylrest (2).

Deuterierte Pentapeptidlactone

Die hier als Beispiel gewithlte Synthese einiger Deutero-pentapeptidlactone mit der
in Actinomycin C; (2} aufgefundenen Aminosiuresequenz? (9a--e; Formelschema 1)
verlief im Prinzip wie die der unmarkierten Verbindungen!V. Ausgetauscht wurden
zunichst die NMR-spektrometrisch besonders interessierenden Protonen an C-2
aller fiinf Aminosiuren und die im N-Methyl von Sarkosin und Methylvalin (1). Eine
ebenso mogliche Deuterierung der Isopropyl- und Trimethylenseitenketten von Valin,
Methylvalin und Prolin stellten wir, da dem NMR-spektrometrischen Nutzen (vgl.
3. Abschnitt) ein zu hoher Syntheseaufwand gegeniiberstand, in diesem Zusammen-
hang zuriick.

Ausgangssubstanz fiir Actinomycinpeptide mit p-Val als Aminosidure [2] (z. B.
9a) ist Formyl-p-valin (Formelschema 1; 4a), das nun, ebenso wie der Prolylrest zur
Darstellung von 9b, an C-2 deuteriert werden mufite.

Hicrzu wurde pr-Valin durch Kochen mit Acetanhydrid/Deuteriumoxid unter Race-
misierungsbedingungen2) in zu 86%, markiertes!® 2-Deutero-pr-valin (3a) iibergefiibrt,
dies wie itblich formyliert und das Formyl-2-deutero-pi-valin nach E. Fischer1® mit Brucin
in 4a und dessen Enantiomeres gespalten.

2-H von DL-Prolin lieB sich analog austauschen, das 2-Deutero-pL-prolin (3¢, 83 % 2-D)
wurde jedoch sogleich mit benzylalkohol. Salzsdure zu 3d verestert. Durch Verzicht auf die
Antipodentrennung entstanden die auf 3d basicrenden Peptide 5¢—84 zwar stets als Dia-
stereomeren-Paare, nach den Erfahrungen bei Actinomycinsiure-Cyclisierungen ! hofften
wir aber, daB auch hier in der Lactonisierungsstufe 8d — 9b die ,,falsche® Komponente
infolge Versagens der Ringschiufireaktion abgetrennt werden wirde.

Formyl-2-deutero-p-valin (4a) gab mit L-Prolin-benzylester und Dicyclohexylcar-
bodiimid den Formyl-dipeptidester Sa, der laut NMR-Spektrum (Tab., Sp. 2) zu
85913 an C-2 (Val) deuteriert war. Das zusitzlich im Prolinrest (829 2-D) mar-
kierte 5c¢ entstand auf gleiche Weise aus 4a und 3d.

Zum Aufbau dec Formyl-tripeptidester 6a, ¢, i wurden die 5a, c-Hydrierungspro-
dukte 5b, d sowic unmarkiertes Formyl-p-valyl-L-prolin 13 mit Sarkosin- bzw. N-Tri-
deuteromethyl-glycin-benzylester (4j) und Dicyclohexylcarbodiimid nach Formel-

10) M. Cohn, S. Simmonds, J. P. Chandler und V. duVigneaad, J. biol. Chemistry 162, 343
(1946).

1} H. Brockmann und H. Lackner, Chem. Ber. 101, 2231 (1968).

12) M. Bergmann und L. Zervas, Biochem. Z. 203, 280 (1928).

13) Der Deuteriumgehalt (-+ 2—3 % absol.) wurde auch in den folgenden Stufen stets NMR-
spekirometriseh kontrolliert; massenspektromeirische Bestimmungen waren bei langer-
kettigen Verbindungen infolge zu geringer Molekiilstabilitit aufwendig und unsicherer.

14) E. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 39, 2320 (1906).

15} H. Brockmann und H. Lackner, Chem. Ber, 101, 1312 (1968).
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schema 1 umgesetzt. In den NMR-Spektren von 6a,c,i (Tab., Sp. 3) fehlten die
Signale der ausgetauschten Protonen entweder vollig [N —CH; (Sar)] oder zu 80 bis
859% [2-H (Val, Pro)].

Das benétigte 4j-Hydrochlorid erhielten wir nach Fischer und Bergmannl®) durch Methy-
lierung von Tosylglycin mit Trideuteromethyljodid/Alkali zu 3i, dessen Spaltung mittels
konz. Salzsiure sowic Veresterung des rohen 4i-Hydrochlorids mit Benzylalkohol/Benzol-
sulfonsdure1?. Es war vollstindig im N-Methyl deuteriert (NMR s. Versuchsteil) und,
da sich Tosylglycinreste bei der 3i-Kristallisation abgetrennt hatten, frei von Glycinester.

Auch vorgefertigte Peptide konnten ohne Verlust N-terminaler Formylgruppen an
C-2 der carboxylendstindigen Aminosiure deuteriert werden. So gab unmarkiertes
Formyl-p-valyl-L-prolyl-sarkosini1®) bei 1stdg. Erwirmen auf 35° in Deuteroessig-
sdure/Acetanhydrid unter NMR-spektrometrischer Kontrolle [2-Hj(Sar)-Signal] in
80proz. Ausbeute acetylfreies 6g (Deuterierungsgrad: 0.80).

Die durch Hydrieren von 64, ¢, i gewonnenen krist. Formyl-tripeptide 6b, d,j sowie
6g wurden weiter mit N-Trideuteromethyl-L-valin- (3h), N-Methyl-2-deutero-pL-valin-
(4h) oder N-Methyl-L-valin-methylester nach Formelschema 1 zu den Formyl-tetra-
peptidestern Ta, ¢, i sowie 7g verkniipft (Dicyclohexylcarbodiimid). NMR-Spektren
(Tab., Sp. 4) bestiitigten deren Markierungen ; der 2-H-Bandenkomplex bei 3 4.6 —5.0
lieB sich einwandfrei aufidosen und integrieren.

Der Aufbau von 3h {iber 3g aus Tosyl-L-valin erfolgte analog dem von 4j; das rohe N-Tri-
deuteromethyl-L-valin gab nach Verestern mit methanol. Salzsiure vollstindig N-methyl-
deuteriertes, valinesterfreies 3h-Hydrochlorid. — 4h entstand aus N-Methyl-pL-valin durch
85proz. Austausch von 2-H (Acetanhydrid/Deuteriumoxid) und Veresterung des 4g-Hydro-
chlorids mit methanol. Salzsdure. Eine Enantiomerentrennung eriibrigte sich hier, da bei der
spiteren Lactonisicrung 8j —9¢ ohnehin eine weitgehende Racemisierung von Amino-
siure [5]15 und damit Verluste an C-2-Markierung zu erwarten waren.

Die Entformylierung von 7a, ¢, g, i gelang wie iiblich mit 1.5 » methanol. Salzsdure
bei 20°. Die Tetrapeptid-methylester 7b,d,h,j wurden dann mit N-[2-Nitro-3-
benzyloxy-4-methyl-6-deutero-benzoyl]-L-threonin1® und Woodwards’ Reagens19 zu
den geschiitzten Pentapeptidestern 8a, ¢, g, i verkniipft.

8e schien schwieriger zuginglich, da L-Threonin unter den iiblichen C-2-Deuterie-
rungsbedingungen sehr instabil ist und vom zugleich entstehenden p-allo-Threonin
getrennt werden mufl. Versuche mit D,O/Kaliumhydroxid ergaben zwar einen 65 proz.
2-H-Austausch (25 %, p-allo-Produkt), jedoch unter betrichtlichem Substanzverlust.
Ahnlich einem milden, bereits fiir das stabilere Serin 20 benutzten Racemisierungsver-
fahren 2D haben wir dann L-Threonin in D;0 und Pyridin bei 20° vorsichtig mit kleinen
Acetanhydridmengen behandelt und nach Verseifen mit 2 » HCl so bei fast 509
Ausbeute eine 80 + 2proz. C-2-Deuterierung (NMR-Daten im Versuchsteil) erzielt.
Das Reaktionsprodukt 3e enthielt laut NMR-Integral und Drehwert [—22.0 + 0.3°;

16) E. Fischer und M. Bergmann, Liebigs Ann. Chem. 398, 96 (1913).

17 F. Cramer und A. Vollmer, Chem. Ber. 92, 392 (1959).

18) H. Lackner, Chem. Ber. 103, 2476 (1970).

19} R. B. Woodward, R. A. Olofson und H. Mayer, J. Amer. chem. Soc. 83, 1010 (1961).

20} J. P. Greenstein und M. Winitz, Chemistiry of the Amino Acids, S. 2234 und 2238, John
Wiley & Sons, Inc., New York, London 1961.

21) V., duVigneaud und C. E. Meyer, J. biol. Chemistry 98, 295 (1932).



3658 Lackner Jahrg. 104

L- bzw. p-a-Thr: —28.4/—10.0° (¢ == 1—2 in Wasser)20] 35 + 2% 2-Deutero-p-allo-
threonin (90—95%; 2-D); der L-Threonin-Anteil war demnach zu 72 -1 3% an C-2
deuteriert 22,

Das 3e-Gemisch wurde wie {iblich mit dem Chlorid der 2-Nitro-3-benzyloxy-4-
methyl-6-deutero-benzoesiure gekuppelt; die erhaltenen Epimeren lielen sich wider
Erwarten durch zweimalige fraktionierte Kristallisation weitgehend trennen. Die 1.
Fraktion [41 %, [«]®: —42.7 + 0.2° (¢ = 1.2 in Methanol); unmarkiertes 4e: —44.0°]
war auch nach den NMR-Spektren (Versuchsteil) und Schmpp. fast reines 4e, die 2.
Fraktion [20%, —37.0°] zu ca. 88%, 4e und Fraktion 3 [39%, +2.8°] etwa 80proz.
D-allo-Threonin-Produkt (NMR), das demnach in reiner Form +15--20° (Methanol)
drehen sollte. Die Deutericrungsgrade lagen um 0.70, 0.75 und 0.90 (NMR).

4e und p-Valyl-L-prolyl-sarkosyl- N-methyl-L-valin-methylester 1) gaben mit Wood-
wards Reagens zu 609, 8e. — Die zunehmend komplizierteren NMR-Spektren von
8a,c, e g i (Tab., Sp. 5) waren auch im 2-H-Bereich von 8 4.4--5.1, u. a. durch dic
unterschiedlichen Markierungen, noch sicher zuzuordnen und mit den Strukturen im
Einklang. Diastereomerenpaare (8¢, i) zeigten einige eng benachbarte, quantitativ
aber schlecht auszuwertende Doppelbanden.

Obgleich die Synthesen von 8¢ und i nur im Hinblick auf das jeweils ,,richtige® Diastereo-
mere gefithrt wurden, interessierte zur Beurteilung der nachfolgenden Lactonisierungs-
reaktion auch die Isomerenverteilung. Fiir 7i, j und 8i ergab sie sich mit 1:1 aus den Dreh-
werten (gef. —16, —79, —12°), denn die der Einzelkomponenten waren bekannt11.15) oder
ableitbar2® (ber. fur 1:1-Gemische: 17, —82, —14°). Gleiches galt fiir 5¢,d und 6¢,d;
zu 7e,d, 8c lagen ebenfalls Vergleichssubstanzen11.15.24) vor, deren Drchungen zusitzlich
Inkremente (--119, {-140, +82°) fiir die L — D-Prolin-Umkehr in solchen Tetra- und Penta-
peotidestern lieferten, so daB3 auch Drehwerte von noch unbekannten Komponenten abge-
schitzt werden konnten (ber. fur 1:1-Gemische in 7¢,d, 8¢; 32, 83, -—13%; gef. —43,
—90, —25%). Hier hatten sich die ,,richtigen Diastercomeren (-—91, -—153, —54711)) offenbar
leicht angereichert.

Bei der milden Verseifung von 8a, ¢, g, i mit 0.5 » wiBrig-methanol. Alkali (40°)18)
zu 8b,d, h, j verlor 8g unerwartet etwa die Hilfte der 2-D,(Sar)-Markierung. Dies
lieh sich durch Hydrolyse in D,O/Deuteromethanol vermeiden, stattdessen tauschten
nun aber 2-H(Thr) und -- fiir eine C-terminale Aminosidure verstindlich — 2-H
(MeVal) zu ca. 30--50% aus25. 8e verseiften wir daraufhin gleich in deuterierter
Phase zu 8f, der partielle Austausch an C-2(Sar bzw. MeVal) stérte nicht. — Da
8b,d, f, h,j als Sduren schwieriger auswertbare NMR-Spektren geben, wurden die
Deuterierungen an remethylierten (Methanol, dtherisches Diazomethan) und lacto-
nisierten Proben (vgl. unten) kontrolliert.

Dafi mit der partiellen C-2-Deuterierung auch eine nennenswerte Racemisierung des
Threonins erfolgte, war — anders als beim endstindigen Methylvalin — unwahrscheinlich;

22) Vor allem nach kiirzeren Reaktionszeiten lag stets mehr deuteriertes L~ als D-allo-Threonin
vor; offenbar verliuft der Austausch teilweise unter Retention.

23) Zahlreiche Werte lagen fir entsprechende Benzylester vorls). Deren molare Drehung
glich in typischen Beispielen der von Methylestern1l). — 7d,j: Drehwerte der Hydro-
chloride.

24 H. Brockmann und H. Lackner, Chem. Ber. 100, 353 (1967).

25} Auch 8i hatte bei der normalen Verseifung natiirlich Deuterium verloren.
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nach Riickmethylierung fanden sich keine auf p-allo-Threonyl deutende NMR-Signale26,
8b,f,h ([x]2: —35, —31, —29°) konnten den Drehwerten von 8j (- 12°; mit pr-MeVal)
und {iber tert.-Butylester 27 hergestelltem 11b (—56°; L-MeVal) zufolge etwa 259, p-MeVal-
Isomeres enthalten.

Die Lactonisierung von 8b,d,f h,j zu 9a—e erfolgte wie iiblich!) mit Acetyl-
chlorid/Acetylimidazol 28) in Tetrahydrofuran (55°), fur 8f, h, j jedoch bei verkiirzter
Reaktionszeit. 8h verlor namlich unter diesen Bedingungen wiederum bis auf ca. 20%;
die Sarkosin-Markierung; die Markierung an C-2 (Thr) — aus der Hydrolyse — war
ebenso wie das 2-D(Thr) in 8f stabil. Der Verlust des C-2(MeVal)-Deuteriums von
8j und (den Verseifungen entstammend) 8h und f Uberraschte nicht, da Aminosiure
[5] auch bei Actinomycinsiure(14)-Cyclisierungen!s) vollstindig racemisiert wird.

Die weitgehende Stercospezifitit der RingschiuBreaktion (vgl. 1. c.15)) bestitigte
sich hier: Das (~1 :1)-Diastereomerengemisch 8d lieferte nach Trennung der Reak-
tionsprodukte an Kieselgelplatten in 50%, der iiblichen Ausbeute (25—30%;) NMR-
spektrometrisch einheitliches 9b mit [«]¥: -13.9 4- 0.5° [authent. 11d: —14.0 £+
0.5°, beide ¢ = 2.0 in Methanol]; fiir ein Lacton mit D-Prolyl fand sich kein Hinweis.
Ebenso gab eine noch 25 %, p-allo-Threonyl-Isomeres enthaltende 8f-Probe bei 20proz.
Ausb. einheitliches, richtig drehendes 9¢. Dal auch das 8j-Gemisch nur vom L-MeVal-
Isomeren aus zu gleichfalls reinem 9e cyclisierte, war nach den Erfahrungen mit
Actinomycinsiuren29 zu erwarten. In allen Fillen hitten nennenswerte Diastereo-
meren-Beimengungen sicher zusitzliche NMR-Signale (Abbild. 1) und groBere
Drehwertdnderungen verursacht.

Alle funf Pentapeptidlactone entsprachen in ihren NMR-Spektren (Abbild. 1;
Tab., Sp. 6), Drehwerten, Analysenzahlen, Schmpp. und dem chem. Verhalten den
Strukturen 9a—e. An 9b, ¢, e zeigte sich, dal} man etwa zugunsten der rascheren
Synthese einer Deuteroverbindung durchaus konfigurativ uneinheitliche Bausteine
(auch vom Valin13)) benutzen und die Diastereomeren-Abtrennung der spéteren
Lactonisierungsreaktion tiberlassen kann. Isomere mit der natiirlichen Konfigurations-
sequenz LDL-L cyclisieren dabei — offenbar infolge besonders giinstiger Konformation
—- stets bevorzugt oder gar selektiv.

Markierungen an C-2(McVal) sind, obgleich unter Cyclisierungsbedingungen nicht haltbar,
fiir die Analyse von Spektren linearer Peptidgruppen (z. B. in 12, 13) wichtig. Die ca. 20proz.
C-2(Sar)-Deuterierung in 9d geniigt in der Regel fiir Untersuchungen an Cyclopeptiden.
Ein gleichzeitiger Austausch an CH;- und NCHa(Sar) ist ungiinstig, da sich z.B. NCHj- und
2-Hp(Sar)-Signale (s. Formel 1) von interessunten assoziierten Peptidlactonen3® {iberlagern.
Die der 8g-Verseifung entstammende Deuterierung an C-2(Thr) in 9d reicht fiir manche
Zwecke [u.a. zur [dentifizierung des NH(Thr)-Signals] bereits aus. Aminosdure [1] 148t sich
aber bei dem kurzen Syntheseweg zu 9¢ ohnehin rasch markieren.

26) Sogar die Verseifung von unmarkiertem 4e-Methylester verlief praktisch ohne Race-
misierung.

21) J. Meienhofer, J. org. Chemistry 32, 1143 (1967).

28 H. Brockmann und J. H. Manegold, Chem. Ber. 100, 3814 (1967).

29) Diese geben, ab si¢ nun L-, bDL- oder D-Methylvalin enthalten, stets in gleicher Ausbeute
und optischer Reinheit nur das Actinomycin mit der natiirlichen Konfigurationsse-
quenz!3), Fur viele iiber die Lactonisierungsstufe laufende Synthesen setzen wir daher in
Position [3] pi-Aminosiduren ein.

30) H. Lackner, Tetrahedron Letters [London] 1970, 3189.
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Mit 9a--e standen uns nun sowohl Vergleichssubstanzen fiir NMR-Untersuchun-
gen an freien und assoziierten Peptidlactonen3® als auch eine Reihe selektiv deute-
rierter Bausteine zur (x,p)-stellungsspezifischen Synthese von markierten Actinocinyl-
peptiden und Actinomycinen zur Verfiigung.

(e,@)-Stellungsspezifisch deuterierte Actinocinylpeptide und Actinomycine

VYon den Peptidlactonen 9a— e bzw, deren Hydrierungsprodukten 10a — e (Formel-
schema 2) gelangt man zu selektiv im («)- oder (8)-Peptidring markierten Actinomy-
cinen (16, 17), wie fiir synth. aniso-Actinomycine allgemein schon erdrtert1%), am
besten iiber Actinomycinsdure-monolactone (12, 13). Oxydative Sclbstkondensation
von 10a—e gibt in « und B3 gleich markierte ise-Actinomycine (z. B. 10e -+ 15¢), die
zur Losung mancher Probleme ausreichen. Direkte Mischkondensation mit bereits
lactonisierten, unmarkierten Partnern (11c¢) dagegen fiihrt zu einem Gemisch der zwar
verschieden deuterierten, jedoch untrennbaren Actinomycine 15 —18.

Die Synthese von 16a, 17a beginnt mit der gemeinsamen Hydrierung von 9a und
11b1D (oder dessen Benzylester15)) zum 10a/11a-Gemisch, das in Methanol/0.07 m
Phosphatpuffer pH 7.2 mit Kaliumhexacyanoferrat(Ill) oxydiert wird. Dabei ent-
stehen vier an Cellulosepulver gut trennbare Kondensationsprodukte: im («)- und
(B)-Peptid gleich deuteriertes Pentadecadeutero-actinomycin C, (15a) (in den nicht
deuterium-spezifischen Eigenschaften mit 18 identisch; NMR: Abbild. 2, C), unmar-
kierte Actinomycin Ci-sdure (14a)15) sowie zwei stellungsisomere Octa(bzw. Hepta)-
deutero-actinomycin Cy-sdure-lactone (12a, 13a).

Fur eine sichere Identifizierung dieser Isomeren war der markierte Kondensationspartner
10a zugleich auch an C-6 des Aminophenolteils deuteriert worden (vgl. Stufe 7b — 8a u.19),
so daf3 — falls er die a-Seite der Lactonsiure bildet (12a) - das Deuterium (nun als 8-D)
erhalten bleibt. Wird 10a zur f-Hilfte, so geht 6-D verloren (13a). NMR-Spektren zeigten,
daB das an Cellulose langsamer wandernde Isomere in 8 deuteriert (7-H: s 8 7.34, vgl. auch
Abbild. 2) und somit 12a war.

12a und 13a stimmten in Ry-Werten (Papierchromatogramm), Drehungen, Schmpp.,
Analysenzahlen (von D statt H abgesehen) und chemischen Eigenschaften mit den
unmarkierten Verbindungen 18 tiberein, waren aber untereinander vor allem im Dreh-
wert und in den NMR-Spektren verschieden.

Uber die 12a,13a-Spektren konnen nun z. B. die NCH;3-Signale der undeuterierten
Lactonsduren 12f, 13f einwandfrei dem cyclischen oder linearen Peptidteil zugeordnet
werden. Dabei fillt auf, daB sich die 3-Werte von NCHx(Sar, MeVal) beim Ubergang
des freien Cyclopeptids 11d (3.37, 3.21; 9 in der Tab.) in 12f (3.40, 3.25) kaum verén-
dern, wihrend sie bei 13f (2.89/2.87, Nebenbanden 2.94, 2.80) schon denen des spi-
teren Actinomycins (18) (2.86, 2.93/2.90; Tab.) gleichen. Die NCH;-Signale des
linearen 11b (3.13, 2.91) sind in 12f (3.15, 3.06 —2.84) und 13f (3.15, 3.03, 2.87) wenig
verschoben, jedoch bei 12f in zahlreiche Linien anfgefiichert3D). Dies deutet auf eine

31) Eine sichere ldentifizierung sdmitlicher 12f13f-NCHj-Signale (ca.20) erfordert auBer
12a,13a [Unterscheidung Cyclo-/Linearpeptid] noch die beidseitig -— 12b,13b reichen nicht
aus — in Sar oder MeVal markierten Lactonsduren [Sar/MeVal-Zuordnung] sowie zum
Erkennen von Fremdsignalen [etwa von 2-H(Sar)] ein in alfen NCH;3-Gruppen deuteriertes
Isomerenpaar (Synthesen z. B, durch Kombination 9b/8d bzw. 9a/8b).
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uneinheitliche Konformation der (3)-Ketten [mangelnde Stabilisierung infolge un-
giinstiger Einstellung zu den (x)-Ringen] und stiinde im Einklang mit der bei Actino-
mycinsiure-(«)-lactonen um 8-—129% niedrigeren Cyclisierungsausbeute (vgl. unten
und 1. c.18). In 13f, das auch im Gesamtspektrum (und der Drehung) dem Actino-
mycin dhnlicher ist, sollten die (8)-Peptidringe dagegen auf derselben Seite wie im
Actinomycin® durch die (x)-Ketten abgeschirmt und diese wiederum durch die
benachbarten Cyclopeptide in wenigen 32 Vorzugskonformationen stabilisiert sein,
von denen zumindest eine die Lactonbildung begiinstigt (Ausb. bis 65 9;). — Ursache
fiir die 12,13-Unterschiede ist die Unsymmetrie des Chromophors (vgl. auch 2.«
121: 445, 427 nm; 13f: 449, 434 nm 18},

Dic Lactonisierung der in 12a und {3a noch offenen Peptidketten mit Acetyl-
chlorid/Acetylimidazol in Tetrahydrofuran18.28 fithrte mit 52 bzw. 60% Ausb. zu
den stellungsspezifisch markierten, krist. Octafbzw. Hepta)deutero-actinomycinen 16a
und 17a. Beide zeigten alle Eigenschaften von Actinomycin Ci, wobei in den NMR-
Spektren die Signale der jeweils in = oder  ausgetauschten Protonen fehlten (Ab-
bild. 2). 16a war wie zu erwarten an C-8 deuteriert und somit in o markiert.

Da sich auch die bei der Mischkondensation entstandene Actinomycin Cj-sdure
{14a) zu 25—-30Y%; cyclisieren 14Bt19, sind tiber den Lactonsiureumweg nun alle vier
unterschiedlich markierten Actinomycine (15 —18) getrennt zuginglich.

Um unter Ausnutzung des kostbaren Deutero-cyclopeptids etwa gleiche Mengen 15a,
16a, 17a und 18 zu erhalten, wurden 10a/11a im Molverhiltnis 1. 2 oxydiert. Nimmt man fiir
die Bildung der vier Kondensationsprodukte gleiche Wahrscheinlichkeiten an, dann fihrt
allgemein der Einsatz von m Mol A und # Mol B zu 1/2{m2/m—+r] Mol AA, je 1/2[m -nfm-+n]
AB und BA sowie 1/2[#2/m--n] BB. Im 10a/11a-Beispiel (m = 1, n = 2) bedeutet das eine
152, 12a, 13a, 14a-Verteilung von 1: 2: 2: 4 und somit bei normalen Cyclisierungsausbeuten
{12a,13a: 50609, 14a: 25—309%)) etwa gleiche Mengen der 4 Actinomycine. Bei m:n < 1
geht fast alles Cyclopeptid in Lactonsduren und damit weitgehend in die aniso-Deutero-
actinomycine 16,17 iiber. 8§ Mischkondensationen wie die von 10a/11a bestiitigten etwa die
berechnete Produktverteilung (Mittelwerte): m.:n = 1:2.8; Ausb. gef. 1:2.9:2.3:8.3,
ber. 1:2.8:2.8:7.8. Der Anteil (2.3) der in § lactonisierten Tsomeren 13 war merkwiirdiger-
weise stets ctwas kleiner als der von 1233,

Durch gemeinsame Hydrierung von 9b bzw. 9¢ und 11b sowie Kondensation der
10b,c/11a-Gemische entstanden wie oben die iso-Deutero-actinomycine 15b.c,
Actinomycin Ci-sdure (14a) sowie die Lactonsidure-Paare 12b,13b und 12¢,13¢. Deren
Cyclisierung gab wiederum die NMR-spektrometrisch sicher identifizierbaren, wie
geplant in o oder § markierten aniso-Deutero-actinomycine 16b,17b und 16¢,17¢.

Zur Darstellung der C-2(Sar)-dideuterierten Actinomycine 15 —17d war der iibliche
Weg von 9d tiber 10d/11a und 12d,13d ungiinstig, vielmehr gingen wir, um das labile
Sarkosyl-Deuterium nur einmal der Cyclisierungsreaktion auszusetzen, bereits von 8h
aus. Dies wurde zusammen mit dem schon vorcyclisierten 11d79 zum 10f/11 c-Gemisch
hydriert, dessen oxydative Kondensation nun zu Actinomycin Cy (18), der iso-Deutero-

32} Zwei wiren naheliegend, da die o-Kette nur drei wesentliche NCH;3-Signale (~2:1: 1)
gibt, von denen das groBie wahrscheinlich dem Sarkosin entstammt31),

33) Wieweit die unterschiedlichen Peptidketten hier eine Steuerung der Kondensation be-
wirken, miilte genauer geprift werden.

Chemische Berichte Jahrg. 104 234



3662 Lackner Jahrg. 104

Formelschema 2. Deuterierte Actinomycine

1 L—l}/IeVal [51 v~ MeVaJ OH
| S‘ar ﬂl [4] Slar
L*-I?ro O 1pa-e® 3 L-ll?ro 11a
sb-Val y f: wie d, (2] p-Val b: NO, statt NH,,
1,'”{‘hr jedoch f1} wn- Thr OH) OBzl statt 3-OH
fole) Lacton ¢: Lactonring

D. NH, gedffnet NH2 geschlossen
@ d: wie ¢, jedoch
OH . OH NO, statt NH,,

0OBz1 statt 3-OH
onl
1
O
(o) . {8)
H
]

12a-e¢® 13a e 14a

f: undeuteriert f: undeuteriert b: D statt H in 8,
2,2 -Dideutero
in ¢-und B=Sar

\

15a-e» 16a-d” 17a-¢® 18=2

a) 10,12,13,15-17a: 2-Deutero (o) in Val [2], ¥N-Trideuteromethyl (1) in Sar {4} und
MeVal |5], T_ ¥ = Actinocinyl (vgl. 2).

b: 2-Deutero in Val {2] und Pro [3], #- Trideuteromethyl in MeVal [5].
¢: 2-Deutero in Thr [1],
d: 2,2-Dideuterc in Sar (4],

10,15e: A -Trideuteromethyl in Sar [4].

12,13e: wie 12,134, jedoch Lactonring in 8 statt o bzw. in « statt 8.

a-und B-Anordnung eller Markierungen: wie fiir 12,13,15-17a skizziert,
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actinomycin Cq-sdure 14b (— 15d) sowie den Lactonsiuren 12e (jetzt in 8 lactoni-
siert) und 13e fiihrte. 12¢,13e cyclisierten — wie vorn 8h in verkiirzter Zeit — zu den
selektiv in o bzw. 3 deuterierten Actinomycinen 16d und 17d. Das aus der 8g-Hydrolyse
stammende C-2(Thr)-Deuterium blieb dabei erhalten. — Fiir spezielle Messungen
bendétigtes 15e entstand durch einfaches Kondensieren von 10e.

Mit den vier unterschiedlich und «,3-stellungsspezifisch markierten aniso-Deutero-
actinomycin-Paaren 16a—d, 17a—d sowie den iso-Deutero-actinomycinen 15a—e
hatten wir nun zahlreiche Modellsubstanzen zur Hand, mit denen sich das nichstlie-
gende Problem, die moglichst weitgehende, stellungsspezifische Zuordnung eines
Actinomycin-NMR-Spektrums, einfach und sicher 16sen lieB3.

NMR-Spektren von Actinomycin C; und dessen Peptidvorstufen

Zum NMR-spektroskopischen Vergleich von Actinomycinen (18) oder Peptidlac-
tonen (11d) mit linearen Peptiden eignen sich am besten deren N-terminal geschiitzte
Ester (Tab., Sp. 2—35). Dal diese wie auch 11d und 18 in Chloroform und sogar Benzol
gut ldslich sind, erleichtert — in Anbetracht der sonst fiir Peptide oft ndtigen stark
polaren Solventien - Konformationsanalysen und Assoziatuntersuchungen erheb-
lich34),

Gemessen wurden sowohl trockene als auch mit wenig D,0 geschiittelte Peptidesterlosun-
gen (Deuterochloroform), wobei letztere unter vereinzelten, geringfiigigen 3-Wert-Anderun-
gen — dhnlich, aber in kleinerem MafBe wie 11430 und 184 — leicht verschirfte und genauer
reproduzierbare Spektren gaben. Dic ebenfalls chloroformldslichen Tetrapeptidester(z. B.
7b)-hydrochloride oder Peptidsduren (6g, 8b etc.) zeigten u.a. ihrer polaren Gruppen wegen
teilweise etwas kompliziertere, jedoch noch gut zu analysierende Spektren.

Die trotz scheinbar vieler Konformationsméglichkeiten recht scharfen Spektren der
Di- bis Pentapeptidester (Tab., Sp. 2--5) lassen sich, u. a. durch Doppel- und Tripel-
resonanzmessungen sowie mit Hilfe der Deuteriummarkierungen (NCH3-, 2-H- und
NH-Bereich), weitgehend und sicher zuordnen. Sowohl die Lage der Signale als auch
die Kopplungskonstanten [y cy(Val) z. B.] dndern sich mit zunehmender Peptid-
kettenldnge bemerkenswert wenig, Selbst so charakteristische3s) 3-Werte wie die von
2-H, und 2-H(Sar) bleiben bis zum Pentapeptid hin erhalten, wobei 3H, offenbar
infolge ,,deshielding* von H, seitens des Prolincarbonyls (vgl. 1) sehr hoch liegt;
beides wiirde eine iiber die Kettenverlingerung hinweg stets synperiplanare Einstellung
der C-2/H,(Sar)- und N(Sar)/C-1(Pro)-Bindungen bedeuten. Es scheint, dal die
kiirzeren Peptide (Tripeptide wie 6a,i liegen in Chloroform laut osmometrischer
Mol.-Gew.-Bestimmung monomer vor) bereits eine Vorzugskonformation einnehmen,
die beim Ubergang in die Pentapeptide und weiter zu den konformativ wohl ebenfalls
weitgehend einheitlichen Cyclopeptiden3® und Actinomycinen® im wesentlichen
gewahrt bleibt. Ob die in den Spektren lingerer Linearpeptide auftretenden Neben-
banden, wie die beim Cyclopeptid 11d von Assoziaten oder z. B. von Konformeren
34) Mit denselben Lésungen und bei gleicher Temperatur kénnen z. B. NMR-, IR-Messungen

und osmometrische Mol.-Gew.-Analysen erfolgen.
3% In CHO-p-Val-Sar-1-Pro-OBzl z. B. geben 2-H,p(Sar) ein Singulett bei 3 4.15 (der
Ubergang Ester- — Peptidbindung beeinflut 8 2-H,p nur wenig; vgl. Tab.) — Fur

CHO-p-Val-L-Pro-Sar-OH (6g) liegt 2-H(Sar) bei 8 4.07 (verbreitertes Singulett).
234*
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oder vielleicht auch beigemengten Diastereomeren herrithren, wird noch entschieden
und an anderer Stelle zusammen mit eingehenderen Konformationsuntersuchungen
diskutiert werden.

Das charakteristische Spektrum des Pentapeptidlactons 11d (Tab., Sp. 6; vgl. auch
Abbild. 1) lieB sich iiberwiegend durch Mehrfachresonanz analysieren ; itber 9b (oder9e)
wurden die N ~-CH3-Banden (8 3.37, 3.21) zugeordnet. 9b bestiitigte auch die 5-Werte
von 2-H(Val,Pro) ebenso wie 9d die von 2-H»(Sar) und NH(Thr). Eine Analyse der von
Abbild. 1 ziemlich verschiedenen 11d-Spektren in Benzol [NCH;(Sar,MeVal)-Signale
z. B. in umgekehrter Folge (8 2.99, 3.05)] und anderen Solventien war durch die
Deuteriummarkierungen sehr erleichtert und die Tdentifizierung von Assoziatbanden
des Peptidlactons (Chloroform, Benzol) erst moglich. - Einzelheiten des Spektrums
von 11d und ein diesbeziiglicher Konformationsvorschlag (vgl. 1), der zusitzlich auf
Modellbetrachtungen basiert, wurden bereits kurz erdrtert30,

o I T MR T T T T A T T B
o T T T T T T N
i N
Sar s (Bzi) = mNCHy Gy CHy | CHyfVal) | ™
T L,,I,{u L\,i,,m, o A (Sar) Mevol) ()
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il 24 2H 34H | CtzMeval
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oL _wa ;
NH @ 2 65H NH O 3H 2H h 54 2Ho h h
(7he) o082 al) (T (Meval (Pro) (Sart
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Abbild. 1. 100-MHz-NMR-Spektrum von N-[2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-6-deutero-ben-

zoyl]-cyclo-[L-threonyl-p-valyl-L-prolyl-sarkosyl- N-methyl-L-valyl-Orp,] in Deuterochloro-

form (mit DO geschiittelt)

Fiir eine sichere, stellungsspezifische Zuordnung3®) der Actinomycin Cy(18)-Signale
(Abbild. 3) brauchten jetzt nur die Spektren ausgewdhlter iso- und aniso-Deutero-
actinomycine (im NCHjs-Bereich z. B. 16a, 15¢ und 15a -- s. auch Abbild. 2 und
1. ¢.30) mit dem 18-Spektrum verglichen und die Ergebnisse mit denen von Mehrfach-
resonanz-Messungen an 15—18 kombiniert zu werden. Da der Austausch bestimmter
Wasserstoffe zugleich das Kopplungsschema andert, lieBen sich auch Banden von
Nachbarprotonen gut zuordnen -- z. B. bei 16¢ mit 2-D in Thr,, dessen 3-H- und
NH(Thr),-Signale zum scharfen Quadruplett (3 5.22; Kopplung mit 3-CHj3) bzw. ver-
breiterten Singulett (5 7.13) vereinfacht wurden {fiir NH(Val) vgl. Abbild. 2]. Die
36) Mehrere inzwischen erfolgte, aber nieht stellungsspezifische Analysen von Actinomycin

C-Spektren [T. A. Victor, F. E. Hruska, C.L. Bell und S. S. Danyluk, Tetrahedron Letters

[London] 1969, 4721; B. H. Arison und K. Hoogsteen, Biochemistry 9, 3976 (1970);

F. Conti und P. De Santis, Nature [London] 227, 1239 (1970)] zeigen sowohl unterein-
ander als auch von der hier getroffenen Zuordnung einige Abweichungen.
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Abbild. 2. 100-MHz-NMR-Spektren des aniso-Deutero-actinomycinC;-Paares 16a (B),
17a (A) sowie des Pentadecadeutero-actinomycins 15a (C) [Deuterochloroform (D20)]
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Abbild. 3. 100-MHz-NMR-Spektrum von Actinomycin Cy (18 = 2) in Deuterochloroform
(mit D,0 geschiittelt)

NH-Signale zeigen — besonders deutlich bei partieller C-2(Thr,Val)-Markierung —
einen Isotopenshift von ca. —0.02 ppm. Der Deuterierungsgrad reichte in allen
Fallen fir eine sichere Signalzuordnung aus; selbst bei dem an C-2(Sar) erwartungs-
gemilB schwach (vgl. 9d) markierten 16d,17d-Paar wiesen die 2-H,-Signale (5 4.74,
4.82; die von 2-H, liegen zu dicht) einen ca. 20proz. Intensititsunterschied auf.

Die 8-Wert-Anderungen beim Ubergang vom Cyclopeptid (11d) zum Actinomycin
C; (18) [Tab.: Sp. 6 — 7a, b] diirften sowoh! auf einer gegenseitigen Abschirmung der
Peptidgruppen als auch — wie Modellsubstanzen18) zeigten — auf unterschiedlichen
Chromophoreinfiiissen beruhen3?. Die urspriingliche Geriistkonformation des Pep-

37 Derartige Einfliisse beobachtet man auch im Spektrum von Pseudo-actinomycin C4
[1.9- und 4.6-Substituenten am Chromophor von 2 vertauscht]: H. Brockmann und
E. Schulze, Tetrahedron Letters [London] 1971, 1489,
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tidlactons (wie etwa in 1) sollte dabei trotz kleinerer Kopplungskonstantenéinderungen
[z. B. Jeg nn(Val): 8.2 — 5.6 Hz] und einiger noch nicht plausibler 3-Wert-Verschie-
bungen im wesentlichen erhalten bleiben. Einzelheiten hierzu und zum Problem der
rdumlichen Einstellung der Lactongruppen wurden schon kurz diskutiert4.

Die Zuordnung der Actinomycin C1(18)-Signale 14t sich auf Spektren von eng mit
18 verwandten Actinomycinen wie C,, i-Cz und Cj; (D-a-lle statt p-Val in B, « oder £
und «) — auch nicht native 18-Varianten mit L-Ser statt L-Thr oder p-Leu statt
D-Val 13 zahlen dazu — ohne weiteres iibertragen. Selbst bei starker von 18 abweichenden
Actinomycinen der X-, F-, E- oder Z-Reihen 2,38 ist, wie einige Messungen bestétigten,
die Bandenidentifizierung nun schr vereinfacht. Diese weitgehende Ubereinstimmung
zahlreicher Actinomycine in den konformationsempfindlichen NMR-Spektren stiitzt
die auf chemischen Befunden [stereospezifische Cyclisierung, gleiche Konfigurations-
sequenzen (LDL-L oder LD--L), enge Variationsbreite in den Aminosiuren etc.] beru-
hende Annahme, daB3 allen Actinomycinen als charakteristisches Strukturmerkmal
eine bestimmte, einheitliche Geriistkonformation zugrunde liegt.

Die genaue NMR-Analyse der ganzen Verbindungsfolge Dipeptid — lineares
Pentapeptid - > Cyclopentapeptid — einseitig fixiertes Bis-cyclopeptid ist eine zuver-
ldssige Basis fiir weitergehende NMR-, TR- und osmometrische Mol-Gew.-Unter-
suchungen solcher Peptidderivate inunterschiedlichen Solventien. Besonders interessant
sind sowohl zusammenhédngende Konformationsanalysen bis hin zur Ermittlung der
Sekundérstruktur von Actinomycinen als auch Untersuchungen der Peptid/Peptid-
Wechselwirkung in verschiedenartigen freien oder am Actinocinyl fixierten Kombi-
nationen wie linear/linear (Assoziation, Wasserstoff briicken), linear/cyclisch (z. B. in
12,13 die Priaformierung eines linearen durch den benachbarten cyclischen Peptid-
teil) und cyclisch/cyclisch (Dimerenbildung freier Peptidlactone, Verhalten im ,,fixier-
ten Zustand#). Damit zusammen hingt die riumliche Einstellung der Lactonringe in
Assoziaten und Actinomycinen (Rotationsisomerie, Tertidrstruktur)®. Im iibrigen
sollten die auch priiparativ gut zuginglichen Deutero-actinomycine bei der Unter-
suchung inter-molekularer Actinomycin/Actinomycin- und Actinomycin-Substrat-
Wechselwirkungen von Nutzen sein, insbesondere, da bei bestimmter Fragestellung
(z. B. Zuordnung der NH-Signale nach Komplexbildung) oft nur einfache, jedoch
stellungsspezifische Markierungen notig sind.

Die Kombination des aniso-Actinomycin-Syntheseweges mit gangigen oder speziel-
len Deuterierungsmethoden fiihrt somit zu einem selektiven, «,2-stellungsspezifischen
Markierungsverfahren fiir Actinocinylpeptide und Actinomycine, das gleichzeitig
vielfiltige, vor allem NMR-spektrometrisch interessante Peptidderivate liefert, bei der
Synthese entstehende Diastereomere meist selbsttitig eliminiert und im iibrigen auf
andere Markierungsarten (14C, 15N usw.) Ubertragbar ist. Selbst Actinomycine mit
perdeuterierten Peptidlactongruppen in «,8 oder o und B konnen als weitgehend
IH-NMR-neutrale Verbindungen, die die ungestorte NMR -spektrometrische Beobach-
tung eines Komplex- oder Reaktionspartners erlauben, von groBem Interesse sein.

38) H. Brockmann und J. H. Manegold, Chem. Ber. 95, 1081 (1962); H. Brockmann und
J. H. Manegold, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 343, 86 (1965).
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Mein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. H. Brockmann fur dic sehr groBziigige Unter-
stiitzung dieser Arbeit.

Frau M. Kappler danke ich fiir sehr geschickte experimentelle Mitarbeit und Frau /. Beller,
Fréulein E. Pietsch sowie Herrn U. Leonhardt fiir sorgfiltige NMR-spektroskopische Messun-
gen.

Beschreibung der Versuche3?

Lisungsmittelsysteme (LS) fiir die Chromatographies

LS 1: Butanol/Dibutylither/15proz. wiBriges Natrium-m-kresotinat4!) (3:7:10).

LS T1: Butanol/Butylacetat/Dibutylither/Wasser/10proz. wiBriges Natrium-m-kresotinat
(4:3:1:4:4).

LS III: Batanol/Dibutyldther/10 proz. wiBriges Natrium-m-kresotinat (1 :1:2).

LSIV:(2:3:5).

LS V [fiir priaparative Schichtchromatographie an Kieselgel PFas4 (,,Merck*)]: Chloro-
form/Methanol (18 :1).

N-p-Toluolsulfonyl-N-trideuteromethyl-glycin (31): 5.0 g N-p-Toluolsulfonyl-glycin16), 26 ccm
3n NaOH und 2 ccm Trideuteromethyliodid wurden im 50-ccm-Bombenrohr 6 Stdn. auf 80
erhitzt und nach Erkalten mit Chloroform ausgeschiittelt. Die mit konz. Salzsdure angesduerte
wiBrige Phase extrahierte man 3--4mal mit Chloroform/Athylacetat (l:1), wusch den
Extrakt mit n HCIl (etwas Kaliumhydrogensulfit enthaltend) sowic Wasser und kristallisierte
den Eindampfrickstand zweimal aus wenig Wasser um (4.7 g). Erneutes Kristallisieren
aus ca. 200 ccm Wasser bei 20° ergab 3.6 g (Mutterlange: 0.48 g) 3i, das laut NMR-Spektrum
frei von Tosylglycin und vollstindig am N-Methyl deuteriert war. Schmp. 147—150°; zur
Analyse wurde 6 Stdn. bei 65° i. Hochvak. getrocknet.

NMR42 (Aceton-dg): Tos dd & 7.40/7.71 (J = 8.0 Hz), s 2.41; 2-Hy{(Sar) s 3.94; kein
NCHj3-Signal. — Tosylglycin: 2-H, d 3.75 (J = 6 Hz).
C1oH10D3NO4S (246.3) Ber. C48.76 H 6.54 N 5.68 Gef. C 48.87 H 5.6343 N 5.61

p-Toluolsulfonyl-N-trideuteromethyl-1-valin (3g): 6.0 g N-p-Toluolsulfonyl-valin®®, 26 ccm
3n NaOH und 2 cem Trideuteromethyljodid wurden wie vorstehend behandelt und auf-
gearbeitet, der Eindampfriickstand des Chloroform/Athylacetat-Extraktes jedoch zur Abschei-
dung restlichen Tosylvalins (1.65 und 0.23 g) zweimal langsam aus Athylacetat/Benzol/Cyclo-
hexan kristallisiert. Die eingedampfte Mutterlauge gab aus Benzol/Cyclohexan (ca. 1:18)
4.0 g dem NMR-Spektrum nach vollstindig am N-Methyl deuteriertes und praktisch tosyl-
valin-freies 3g; Schmp. 77--81°, [«]¥: —25 -+ 1° (¢ = 1.5 in Methanol). Zur Analyse wurde
6 Stdn. bei 50° i. Hochvak. getrocknet.

39) Schmpp. auf dem Kofler-Block bestimmt und korrigiert.

40) Cellulosepulver (Nt. 123) und Chromatographiepapier (2043 b mgl) von Fa. Schleicher &
Schiill, Dassel. — Neutrales Kieselgel: Fa. Gebr. Herrmann, KéIn-Ehrenfeld; Kieselgel M,
Koérnung DIN 60—80.

41) Alle Kresotinat-Losungen mit m-Kresotinsiure gesattigt.

42) Gerat: NMR-Spektrometer HA-100 der Fa. Varian Ass., Palo Alto (Calif./USA).

Intern§r Standard war -- wenn nicht anders angcgeben - Tetramethylsilan (Stms=

0 ppm).

Bei der Verbrennungsanalyse entsprechen 1.0 D etwa 1.1 H. Die fir deuterierte Verbin-

dungen gefundenen Wasserstoffwerte liegen daher zu tief und miiiten besser mit den fiir

unmarkierte Substanzen berechneten verglichen werden (CygH{3NO4S: H ber. 5.39).

44 E. Fischer und W. Lipschitz, Ber. dtsch. chem. Ges. 48, 360 (1915).

4
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NMR42) (CDCl3): Tos dd & 7.24/7.68 (J == 8.0 Hz), s 2.38; CO,H s 8.7; 2-H(MeVal)
d 4.14 (10.3); 3-H m 2.05 (10.3/6.5); (CH3); dd 0.93/0.98 (6.5). — Tosylvalin: 2-H dd 8 3.76
(J = 10/5 Hz); 3-H m 2.09 (5/6.5); (CH1)> dd 0.94/0.86 (6.5).

C13H16D3NO4S (288.4) Ber. C54.14 H7.68 N 4.85 Gef. C54.15 H 6.684) N 4.93

N-Trideuteromethyl-glycin-benzylester-hydrochlorid (4j-HCl): 5.0 g 3i und 25 ccm Salz-
sdure (d = 1.19) hielt man im Bombenrohr 24 Stdn. bei 105°, filtrierte dann bei 0° die Toluol-
sulfonsdure (mit wenig konz. Salzsiure nachgewaschen) ab und dampfte das Filtrat i. Vak. ein.
Das zur Entfernung von Salzsdure mit Wasser abgedampfte, rohe Sarkosin-hydrochlorid
(4i-HCl) (ca. 3 g) wurde sogleich mit Benzylalkohol/Benzolsulfonsiure wie iiblich1? ver-
estert und das 4j-Hydrochlorid aus Methanol/- oder Aceton/Ather umkristallisiert. Ausb.
3.2 g; Schmp. 176 —179°; zur Analyse wurde 8 Stdn. bei 60° i. Hochvak. getrocknet.

NMR4 (Methanol-ds): Bzl § 7.38, 5.28; 2-H, s 4.01.

CioH11D3NO2[Cl (218.7) Ber. C54.92 H7.83 (Cl116.2 N6.39
Gef. C 54.55 H 6.444¥ C116.1 N 6.26

N-Trideuteromethyl-1-valin-methylester-hydrochlorid (3h- HCI): 4.0 g 3g wurden mit 20 ccm
Salzsdure (d = 1.19) wic 31 hydrolysiert und das rohe Methylvalin-hydrochlorid auf iibliche
Weise mit methanol. Salzsdure verestert. Mehrmaliges Umkristallisieren aus Aceton/Ather
gab 2.0 g 3h-Hydrochlorid mit Schmp. 136 —139° und [2]¥: -+-29 4+ 1° (¢ = 2.5 in Methanol).
Zur Analyse wurde 6 Stdn. bei 50° i. Hochvak. getrocknet.

NMR42) (CDCl3): CH30 s § 3.85; 2-H d 3.64 (3.0); 3-H m 2.60 (3.0/6.5); (CH3), dd
1.19/1.13 (J = 6.5 Hz). — Ein NCH,-Signal lige bei & 2.82.

C7H13D3NOLICI (184.7) Ber. C45.52 H10.36 C119.2 N7.58
Gef. C45.66 H 9.1649 C119.1 N 7.46

N-[2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-6-deutero-benzoyl ]-2-deutero-r-threonin (4e): Zu 2.5 g
L-Threonin, 14 g Deuteriumoxid, 1.6 g Pyridinund 1 ccm Aceranhydrid gab man in 30-Minuten-
Abstinden unter Rithren mit dem Vibromischer bei 20° je 1 ccm Acetanhydrid, insgesamt
10 cem. Das noch 2 Stdn. weitergeriithrte und dann i.Vak. (40°) eingedampfte Reaktions-
gemisch wurde mit 5 cem Deuteriumoxid abgedampft und 90 Min. mit 60 cem 2n HCI
gekocht. Den mehrmals mit Wasser abgedampften Eindampftriickstand versetzte man in
wenig Wasser bis zur basischen Reaktion mit Tridthylamin, dampfte wiederum mit Wasser
ab und kristallisierte den Riickstand dreimal aus Wasser/Athanol um. Ausb. 1.11 g eines
Gemisches aus 2-Deutero-1-threonin, 2-Deutero-p-allo-threonin und r-Threonin (aut NMR-
Spektrum und Drehwert etwa im Verhiltnis 45: 35:20). Deuterierungsgrad 0.80 -+ 0.02.
[2]¥: —22 + 0.37 (¢ = 2.1 in Wasser).

NMR4) (D,0; HDO 8 = 0 ppm43): 2-Deutero-L-threonin: restliches 2-H d § -—1.15
(J == 5.0 Hz); 3-H q - 0.48 (6.5); CH;3 d —3.40 (6.5). — 2-Deutero-p-allo-threonin: restl.
2-Hd —0.89 (4); 3-H q - -0.38 (6.5); CH;3 d --3.52 (6.5).

1.10 g des Threoningemisches wurden dann, wie kiirzlich!18) beschricben, mit dem Chlorid
von 2.45g 2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-6-deutero-benzoesiure verkniipft und das rohe
Reaktionsgemisch zweimal fraktioniert kristallisiert.

1. Fraktion [aus Aceton/Benzol/Cyclohexan (1:1:1) bei 5°]: 1.0g (41%) 4e, Schmp.
169 —176°%, [a): —42.7 4 0.2° (¢ = 1.2 in Methanol). Deuterierungsgrad: 0.70 -+ 0.03.
Zur Analyse wurde 6 Stdn. bei 90° i. Hochvak. getrocknet.

CioHsD2N;07 (390.4) Ber. C 58.45 H 5.67 N 7.17 Gef. € 57.54 H35.25 N 7.20

45} Das HDO-Signal wurde zum Einlocken des Spektrometers benutzt.
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2. Fraktion [Lésungsmittel wie oben (I : 2: 2), 22°]: 0.48 g (20%;) 4e (ca. 88 proz.); Schmp.
155~ 168°, [a]¥: —37 -1- 0.3° (¢ = 1.6 in Methanol). Deuterierungsgrad: 0.75 - 0.03.

3. Fraktion [sehr wenig Aceton, Benzol/Cyclohexan (ca. 1: 5)]: 0.95 g (399%) N-/2-Nitro-
3-benzyloxy-4-methyl-6-deutero-benzoyl |-2-deutero- p-allo-threonin (ca. 75—80proz.); Schmp.
133--152°, [«]30: -1-2.8 &= 0.2° (¢ = 2.5 in Methanol). Deuterierungsgrad: 0.90 + 0.03.

NMR42) (Aceton-dg): 4e: 5-H s 8 7.54 (6-H 7.60); OBzl, NH ~7.43, s 5.03; restliches
2-H dd 4.62 {(J == 9.0/3.0 Hz); 3-H q 4.44 (6.5); CHasfaromat.) s 2.43; CH3(Thr) d 1.26 (6.5).

- D-a-Thr-Derivat: NH s § 7.85; 5-H (6-H), OBzl, CHj(aromat.) wie in 4e; 2-H —; 3-H
q4.22 (J = 6.5Hz); CH3 d 1.32 (6.5).

2-Deutero-p L-prolin-benzylester-hydrochlorid (3d-HCl): 102 g Aceranhydrid kochte man
1 Stde. mit 20 g Deuteriumoxid, gab dann 7.0 g r-Prolin sowie weitere 15 g Acetanhydrid
hinzu und kochte noch 15 Min. Der mit 5—10 g Deuteriumoxid abgedampfte Eindampf-
riickstand (i. Vak.) wurde 90 Min. mit 100 ccm 27 HCI gekocht und das nach Abdampfen
i.Vak. erhaltene rohe 2-Deutero-pL-prolin-hydrochlorid (3¢ -HCI) sogleich mit benzylalkohol.
Salzsdure wie iiblich verestert. — Nach Umkristallisieren aus Athanol/Ather oder Aceton
erhielt man 5.0 g 3d-Hydrochlorid mit Schmp. 120—128° und [«]¥: 0 4 0.2° (¢ = 3.0 in
Methanol). Deuterierungsgrad: 0.83 + 0.03. Zur Analyse wurde 6 Stdn. bei 60° i. Hochvak.
getrocknet.

NMR42 (CDCl3): Bzl s 3 7.35, dd 5.24/5.19 (Jgem, = 12 Hz); restliches 2-H m 4.52;
5-H, m 3.52; 3,4-H, m 1.8—-2.6. — 3c¢-HCl in Trifluoressigsiure: restliches 2-H m 4.70;
5-H, m 3.73; 3,4-H, m 2.1-—2.8. Deuterierungsgrad: 0.84 + 0.03.

Ci2HsDNO;ICI (242.7) Ber. C59.38 H7.06 Cl14.6 N 5.77
Gef. C59.15 H6.80 C114.3 N 5.71

N-Methyl-2-deutero- v L-valin-methylester-hydrochlorid (4h-HCl: 5.0 g N-Methyl-Dr-
valin 29 wurden in einer zuvor 1 Stde. gekochten Mischung aus 13.5 g Deuteriumoxid und
68 g Acetanhydrid nach Zugabe weiterer 10 g Acetanhydrid 90 Min. gekocht. Den mit 5 g
Deuteriumoxid abgedampften Eindampfriickstand (i.Vak.) verseifte man durch 2stdg.
Kochen mit 70 ccm #n HCI, dampfte i. Vak. ab und veresterte das rohe N-Methyl-2-deutero-
pr-valin-hydrochlorid (4g-HCI) wie Ublich mit methanol. Salzsiiure. Umkristallisieren aus
Aceton gab 3.6 g 4h-Hydrochlorid mit Schmp. 133—135° und einem Deuterierungsgrad
(NMR-Spektrum: vgl. 3h-HCI) von 0.85 + 0.03. Zur Analyse wurde 6 Stdn. bei 50° i. Hoch-
vak. getrocknet.

C7HsDNG;ICI (182.7) Ber. € 46.02 H 9.38 C119.4 N 7.67
Gef. C45.78 H9.16 CI19.6 N 7.52

N-Formyl-2-deutero-p-valin (4a). 13.0 g bp1-Valin deuterierte man wie vorstehend mit
50 g Deuteriumoxid|255 g Acetanhydrid sowie weiteren 35 g Acetanhydrid und verseifte
dann mit 250 ccm 2n HCIl. — Der mit Wasser abgedampfte Eindampfriickstand (i. Vak.)
wurde in méglichst wenig Wasser mit Tridthylamin neutralisiert und durch Zugabe von
Athanol kristallisiert. Ausb. nach Umkristallisieren aus Wasser/Athanol: 10.4 g 2-Deutero-
pr-Valin (3a). Deuterierungsgrad 0.86 4- 0.03.

NMR42 (D>O; HDO & = 0 ppm49): 2-H-Reste: d § —1.16 (J/ = 4.5 Hz); 3-H —2.48
(4.5/7); (CH3), dd —3.71/3.76 (7).

10.4 g 3a wurden mit 190 ccm Ameisensdure und 65 ccm Acetanhydrid wie iblich46) bei
15° formyliert und der Verdampfungsriickstand aus Wasser umbkristallisiert. Ausb. 11.9 g;
Schmp. 143 —146°. Deuterierungsgrad laut NMR-Spektrum (vgl. unten) 0.85 4 0.03.

46) J. C. Sheehan und D-D. H. Yang, J. Amer. chem. Soc. 80, 1154 (1958).
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16.6 g so erhaltenes Formyl-2-deutero-pi-valin lieBen sich nach E. Fischer19) mit 43.4 g
Brucin in die Enantiomeren spalten. Dabei kristallisierten aus ca. 800 ccm Methanol (+4%)
insgesamt 30.2 g 4a-Brucin-Salz, aus dessen Losung in 155 ccm Wasser das Brucin mit
29 ccm 2n NaOH bei 0° wieder abgeschieden wurde. Das mit Chloroform ausgeschiittelte
Filtrat versetzte man mit 19.3 ccm 2n HCI, dampfte i. Vak. ein und kristallisierte den Riick-
stand bei 4° aus 19.4 ccm n HCI und wenig Wasser. Ausb. 6.6 g 4a, das aus wenig Wasser
nochmals umbkristallisiert und zur Analyse 6 Stdn. bei 80° i. Hochvak. getrocknet wurde.
Schmp. 151 —153°; [«]®: —13.7 1. 0.2° (¢ = 1.2 in absol. Athanol); —8.4 + 0.2° (¢ = 1.2
in Methanol).

NMR42 (Aceton-dg): CHO d § 8.23 (J — 2.0 Hz); NH 7.50; 2-H (undeuterierter Anteil)
dd 4.53 (9.0/5.0); 3-H m 2.21 (7.0); (CH3)» dd 0.97/0.95 (7.0). Deuterierungsgrad: 0.85 4~ 0.03.

CsH1oDNO;3 (146.2) Ber. C49.30 H 8.27 N 9.58 Gef. C49.18 H 7.854) N 9.45

Formyl-2-deutero-L-valin wurde auf gleiche Weise aus der methanol. Mutterlauge isoliert:
[«]%®: | 11.8 4+ 0.2° (¢ = L.l in absol. Athanol).

Formyl-2-deutero-p-valyl-r-prolin-benzylester (52)1547: 7.3 g 4a und 12.2g r-Prolin-
benzylester-hydrochlorid wurden wie fiir unmarkierte Verbindungen beschriecben mit 10.8 g
Dicyclohexylearbodiimid (im folgenden DCCD) und 6.9 ccm Tridithylamin zu 12.8 g kristalli-
siertem 5a verkniipft. Schmp. 108 —110°; [«]2?: —10.1 4 0.3° (¢ = 3.5 in absol. Athanol).
NMR42): vgl. Tab., Sp. 2. Zur Analyse wurde 6 Stdn. bei 75° i. Hochvak. getrocknet.

Ci3H;3DNy04 (333.4) Ber. C64.84 H 7.56 N 8.41 Gef. C65.13 H 7.34 N 8.55

Formyl-2-deutero-p-valyl-2-deutero-p L-prolin-benzylester (5¢): 1.82 g 4a, 3.05 g 3d-Hydro-
chlorid, 2.7 g DCCD und 1.73 ccm Tridthylamin wurden wie oben umgesetzt und aufgearbeitet.
Das schlecht kristallisierende Diastereomerengemisch lief sich aus Benzol an einer 2 x 15-
cm-Siule aus saurem Kieselgel4® chromatographieren. Nachwaschen mit Benzol und dann
Chloroform eluierte 3.2 g harzartiges, NMR-spektroskopisch fast reines Sc¢ mit [x]}¥:
-1-56 + 2° (¢ = 1.5 in absol. Athanol), das sogleich zu 5d hydriert wurde.

Formyl-2-deutero- p-valyl-r-prolyl-N-trideuteromethyl-glycin-benzylester (6a) 15 : Verkniipfen
von 1.84 g durch Hydrieren von 5a in Methanol erhaltenem kristall. Formyl-2-deutero-o-
valyl-r-prolin (5b) und 1.66 g 4j-Hydrochlorid unter Verwendung von 1.66 g DCCD und
1.05 ccm Tridthylamin lieferte nach Trennung des Rohproduktes an einer 11 X 2.6-cm-
Kieselgelsiule48? 2.2 ¢ NMR-spektrometrisch (vgl. Tab., Sp.3) einheitliches 6a. [a]2:
—18.6 = 1° (¢ = 4.0 in absol. Athanol). Zur Analyse wurde 10 Stdn. bei 80° i. Hochvak.
‘getrocknet.

Cz1HasD4N3O0s (407.5) Ber. C 61.89 H8.17 N 10.32 Gef. C61.94 H 7.4843) N 10.17

Formyl-2-deutero- p-valyl-2-deutero-p L-prolyl-sarkosin-benzylester (6¢): Umsetzen von
2.38 g Formyl-2-deutero-p-valyl-2-deutero-oL-prolin  (8d) — dem Hydrierungsprodukt
{Methanol-Palladium/Kohle) von 5¢ -~ und 2.15 g Sarkosin-benzylester-hydrochlorid mit
2.16 g DCCD und 1.37 ccm Tridthylamin fithrte wie vorstehend zu 2.7 g harzartigem 6¢-Ge-
misch. [x]®: +48 + 2° (¢ = 3.0 in absol. Athanol).

Formyl-p-valyl-L-prolyl- N-trideuteromethyl-glycin-benzylester (61)13): 1.05g Formyl-p-
valyl-r-prolin, 0.95 g 4j-Hydrochiorid, 0.95 g DCCD und 0.60 ccm Tridithylamin gaben nach

47) Zitate an den Namen der deuterierten Peptide und Actinocinylpeptide geben im folgenden
an, wo die entsprechenden unmarkierten Verbindungen beschrieben sind.

48) Saures Kieselgel: Neutrales Kieselgel in 0.1 » HCI aufgeschlimmt, abgesaugt und bei
110° bis zur FlieBfahigkeit getrocknet.
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Trennung des Rohproduktes an saurem Kieselgel48), wie schon beschrieben, 1.25 g harz-
artiges 61 mit [2]2: —17.5 4. 1° (¢ = 2.3 in absol. Athanol), das nach NMR-spektrometri-
scher Kontrolle (Tab., Sp. 3) gleich weiterhydriert wurde.

Formyl-p-valyl-L-prolyl-2.2-dideutero-sarkosin (6g)19): 2.5 g Formyl-p-valyl-L-prolyl-sarko-
sin wurden in einer zuvor I Stde. gekochten Mischung aus 5.0 g Deuteriumoxid und 20.4 g
Acetanhydrid mit weiteren 5.0 g Acetanhydrid 1 Stde. auf 35° erwirmt. Den mit Chloroform
abgedampften Eindampfrickstand (i.Vak.) erwidrmte man in 5 ccm Deuteriumoxid/10 ccm
Aceton 5 Min. auf ca. 60° und dampfte dann i. Vak. 3 —4 mal mit Aceton und Chloroform ab.
Der schaumige Riickstand kristallisiertc aus mit schr wenig Methanol versetztem Athylacetat.
Ausb. 2.0 g (80%) 6g. Schmp. 158 —161°; [a]: —2.8 5 0.3° (¢ = 2.7 in absol. Athanol).
Deuterierungsgrad ca. 0.849). Zur Analyse wurde 8 Stdn. bei 80° i. Hochvak. getrocknet.

NMR42) (CDCl3/D,04): CHO s 8 8.18, 2-H(Val) d 4.73 (J = 7.5 Hz), 3-H m ~2.05,
{CH3), dd 0.93/0.95 (6.5); 2-H(Pro) m ~4.8, 3,4-H, m 1.8- -2.3, 5-H; m 3.6/3.9; NCHj3(Sar)
s 3.16, restliche 2-Hj s 4.07.

C14H3DyN305 (315.4) Ber. C53.31 HR.00 N 13.34 Gef. € 53.49 H 7.5043 N 13.24

Formyi-2-deutero-p-valyl-L-prolyl-N-trideuteromethyl-glycyl- N-trideuteromethyl- L-valin-me-
thylester (Ta)11): Aus 1.55g Formyl-2-deutero- p-valyl-1-prolyl-N-trideuteromethyl-glycin
(6b) — das wie iiblich durch Hydrieren von 6a in Methanol gewonnen wurde -, 0.92 g
3h-Hydrochiorid, 1.08 g DCCD und 0.68 ccm Tridthylamin entstanden nach Trennung des
Reaktionsgemisches an einer 3 < 1l-cm-Sdule aus saurem Kieselgel4®) (Benzol/Chloroform
7:3)1.5 g (68%) schaumiges 7a. [a]®: —86 <4- 2° (¢ = 0.5 in Methanol). Im NMR-Spektrum
(vgl. Tab., Sp. 4) fehlten die NCHj3{Sar und MeVal)-Signale, NH(Val) gab ein Singulett;
Deuterierungsgrad an C-2(Val): ca. 0.8550), Zur Analyse wurde 8 Stdn. bei 70° i. Hochvak.
getrocknet.

C2iH20D7N4Op (447.5) Ber. C56.36 H9.69 N 12.52 1CH;0 6.9
Gef. C 56.61 H8.624% N 1237 CH306.7

Formyl-2-deutero-p-valyl-2-deutero-p L-prolyl-sarkosyl-N-trideuteromethyl- 1.-valin-methyl-
ester (7¢): 1.1 g durch Hydrieren von 6c¢ erhaltenes Formyl-2-deutero-p-valyl-2-deutero-pi-
prolyl-sarkosin (6d) und 0.65 g 3h-Hydrochlorid wurden mit Hilfe von 0.77 g DCCD und
0.49 ccm Tridthylamin verkniipft und wie {iblich aufgearbeitet. Ausb. 1.1 g glasiges 7¢ mit
[oc]#: —43 £ 2° (¢ = 0.5 in Methanol), das nach NMR-spektrometrischer Kontrolle (vgl.
Tab., Sp. 4) sogleich entformyliert wurde.

Formyl-p-valyl-L-prolyl-2.2-dideutero-sarkosyl-N-methyl-1-valin-methylester (7g)1V: Kup-
peln von 2.38g 6g mit 1.4 g N-Methyl-L-valin-methylester-hydrochlorid durch Umsetzen
mit 1.7 g DCCD und 1.05 cem Tridthylamin gab nach Trennung des Rohproduktes an ciner
3.0 ¢ 17.5-cm-Siule aus saurem Kieselgel48) (Benzol/Chloroform, 4:1) 2.5 g schaumiges 7g.
Im NMR-Spektrum fehlten hier die 2-H(Sar)-Signale bei 3 3.55 und 4.83. [«]®: -91 | 2°
(¢ = 1.2 in Methanol).

Formyl-p-valyl-L-prolyl- N-trideuteromethyl-glycyl-N-methyl-2-deutero- p L-valin-methylester
(7i): 940 mg durch Hydrieren von 61 erhaltencs, kristall. Formyl-p-valyl-r-prolyl-N-trideu-

49) NMR-Spektren von Peptiden mit freien Carboxygruppen in CDCly sind — auch nach
Durchschiitteln der Probe mit etwas D20 — oft weniger scharf als die von Peptidestern
wie 6a; entsprechend ungenau (hier ca. --10%) wird die Bestimmung des Deuterium-
gehaltes.

50) Bei langeren Peptiden ist, da die Signale aller C-2-Protonen meist dicht zusammenliegen
(vgl. Tab.), die Genauigkeit der Deuteriumbestimmung durch Integration von der Anzahl
der C-2-Wasserstoffe abhingig und oft weniger genau (hicr ca. 4 10%).
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teromethyl-glycin (6§) und 580 mg 4h-Hydrochlorid gaben durch Umsetzen mit 700 mg DCCD
und 0.44 ccm Tridgthylamin, wie fir 7a beschrieben, 0.95 g glasiges 7i. [o]: —16 + 1°
(¢ = 0.6 in Methanol). Nach NMR-spektrometrischer Kontrolle [die Signale von 2-H(MeVal)
und NCH3(Sar) fehlten] — vgl. Tab., Sp. 4 — wurde wie iiblich mit 1.5x methanol. Salzsiiure
entformyliert.

N-{2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-6-deutero-benzoyl |- 1-threonyl-2-deutero- n-valyl-1-prolyl-
N-trideuteromethyl-glvcyl-N-trideuteromethyl-v-valin-methylester  (82)11.18}; 1.25g N-/2-
Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-6-deutero-benzayl /- L-threonin und 1.46 g aus 7a durch Ent-
formylierung in 1.5 rn methanol. Salzsédure erhaltenes 2-Deutero- n-valyl-r-prolyi-N-trideutero-
methyl-glycyl-N-trideuteromerhyl-r-valin-methylester-hydrochlorid (7b-HCH1D ([2)¥: —146
-4 3° ¢ = 0.8 in Methanol) wurden, wie fiir unmarkiertes 8a beschrieben, mit 0.81 g N-Athyl-
S-phenyl-isoxazolium-sulfonar-¢3) und 0.44 bzw. 0.46 ccm Tridthylamin umgesetzt. Chromato-
graphie des Reaktionsgemisches an Aluminiumoxid TI—IIT (,,Merck®; 2.5 x 8-cm-Sdule;
eluiert mit Athylacetat und Aceton — vgl. auch L. ¢.18), S. 2492) gab 1.7 g blaBgelbes, schaumi-
ges 8a, [x]¥: —51 + 27 {¢ — 1.1 in Methanol). Im NMR-Spektrum (Tab., Sp. 5) fehlten die
NCHj(Sar, MeVal)-, 2-H(Val)- und 6-H-Signale; NH(Val) gab ein Singulett. Zur Analyse
wurde 8 Stdn. bei 70° i. Hochvak. getrocknet.

CioHysDgNgO(; (791.0) Ber. €59.22 H 7.89 N 10.62 1CH30 3.92
Gef. C59.38 H 7.404» N 10.69 CH-30 3.84

N-{2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-6-deutero-benzoyl |- 1-threonyl-2-deutero- p-valyl-2-deutero-
pL-prolyl-sarkosyl-N-trideuteromethyl-1-valin-methylester (8¢): 0.86 g N-/2-Nitro-3-benzyl-
oxy-4-methyl-6-deutero-benzoyl j-L-threonin1®, 1.0 g aus 7c¢ durch Enfformylierung gewon-
nenes 2-Deutero- p-valyl-2-deutero-p L-prolyl-sarkosyl- N-trideuteromethyl-v-valin-methylester-
hydrochlorid (7d-HCl) ({[o]®: ~90 = 2°, ¢ = 0.8 in Methanol), 0.56 g N-Athyl-5-phenyl-
isoxazolium-sulfonat-(3) und 0.31 bzw. 0.32 ccm Tridthylamin gaben 1.05 g (60 %) blaBgelbes
8c-Gemisch. [x]®: —25 + 1° (¢ == 1.9 in Methanol). Das NMR-Spektrum (vgl. Tab., Sp. 5)
war mit der 8c-Struktur im Einklang.

N-{2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-6-deutero-benzoyl j-2-deutero- 1.-threonyl- p-valyl-L-prolyl-
sarkosyl-N-methyl-L-valin-methylester (8€)18): 1.92 g 4e wurden unter Verwendung von 1.3 g
N-Athyl-5-phenyl-isoxazolium-sulfonat-(3) und 0.69 bzw. 0.71 cem Tridthylamin mit 2.3 g
p-Valyl-1-prolyl-sarkosyl-N-methyl- L-valin-methylester-hydrochlorid\D  ([x]¥: —151 4 3°,
¢ = 2.0 in Methanol), wie fiir 8a erldutert, verkniipft und lieferten 1.8 g (60%) blaBgelbes,
schaumiges 8e. [x]¥: —49 + 2° (¢ = 1.8 in Methanol). Im NMR-Spektrum fehlten das
6-H- und das 2-H(Thr)-Signal (Tab., Sp. 5) weitgehend.

N-{2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-6-deutero-benzoyl )-i-threonyl-p-valyl-L-prolyl-2.2-dideu-
tero-sarkosyl-N-methyl-1-valin-methylester (8g)18): Aus 0.86g N-/2-Nitro-3-benzyloxy-4-
methyl-6-deuterv-benzoyl j-L-threonin, 1.0 g p-Valyi-L-prolyi-2.2-dideutero-sarkosyl-N-methyi-
L-valin- methylester - hydrochlorid (7Th-HCl) — dem 7g-Entformylierungsprodukt mit
[e]2: ~—150 & 3" (¢ = 1.6 in Methanol) -- sowie 0.57 g N-Athyl-5-phenyl-isoxazolium-
sulfonat-(3) und 0.31 bzw. 0.32 ccm Tridthylamin entstanden nach Reinigung des Reaktions-
produktes an einer 2 X 8-cm-Aluminiumoxid TI—III-Siule (eluiert mit Athylacetat und
Aceton) 1.0 g schaumiges, blaBgelbes 8g. [«]3': -~48 - 2° (¢ =+ 0.9 in Methanol). Die NMR-
Signale von 2-H>(Sar) und 6-H fehlten erwartungsgemés.

N-{2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-6-deutero-benzoyl j-r-threonyl-p-valyl-r-prolyl-N-trideu-
teromethyl-glycyl-N-methyl-2-deutero-p L-valin-methylester (8i): Aus 730 mg N-{2-Nitro-3-
benzyloxy-4-methyl-6-deutero-benzoyl j- L- threonin, 0.85 g Dp-Valvl-r-prolyl- N-trideuterome-
thyl-glycyl-N-methyl-2-deutero- prL-valin-methylester-hydrochlorid (7§-HCIl) — dem 7i-Ent-
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formylierungsprodukt, [x]¥: —79 - 2° (¢ = 0.5 in Methanol) —, 0.26 bzw. 0.28 ccm Tri-
dthylamin sowie 0.48 g N-Athyl-5-phenyl-isoxazolium-sulfonat-(3) erhielt man 1.1 g blaB-
gelbes, amorphes 8i. [«]3: —12 4 1° (¢ = 1.3 in Methanol). Das NMR-Spektrum stimmte
mit der 8i-Struktur tiberein.

N-{2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-6-deutero-benzoyl j-cyclo-{ L-threonyl-2-deutero- p-valyl-L-
prolyl-N-trideuteromethyl-glycyl-N-trideuteromethyl-rL-valyl-Opy, ] (92)1D: 1.45 g 8ain 4 ccm
Methanol wurden mit 2.05 ccm # NaQH bei 40° in 90 Min. zu 1.2 g N-/ 2-Nitro-3-benzyloxy-
4-methyl-6-deutero-benzoyl J-L-threonyl-2-deutero- p-valyl- L-prolyl-N-trideuteromethyl-glycyl-N-
trideuteromethyl-L-valin (8b) verseifti®); [«]¥: —-35 - 1° (¢ = 0.7 in Methanol). 1.1g
davon -— 3 Stdn. bei 60° i. Hochvak. getrocknet — cyclisierte man wie beschrieben mit
350 cem Acetylchiorid | N-Acetyl-imidazol-Reagenzidsung28), arbeitete auf (1. c.1D, S. 2240)
und chromatographierte das Reaktionsgemisch an einer 2.5 x 10-cm-Aluminiumoxid
IV-sauleSD mit Benzol (Vorlauf) und Athylacetat (1.05 g).

Die Athylacetat-Fraktion lieB sich nun entweder direkt an Kieselgelplatten (giinstig fiir
kleinere Ansitze) oder — bei Mengen von »1—2 g rationeller — an einer vorgeschalteten
Celluloseséiule und sodann auf erheblich weniger Platten trennen (vgl. 1. ¢. 1D S, 2241, Absatz c).

Das rohe 9a wurde an einer 4 x 45-cm-Cellulosesdule (LS 1) vorgereinigt und die fluores-
zenzldschende Hauptzone (0.42 g) nach Ublicher Aufarbeitung auf 5 mit je 35 g Kieselgel
PF,54 (,,Merck®) beschichteten 20 x 40-cm-Platten (LS V) getrennt. Die zweitschnellste
Zone (Fluoreszenzloschung) enthiclt reines 9a, das wie beschrieben isoliert, aus wenig Chloro-
form mit Benzol und Petroldther gefillt, abzentrifugiert und 8 Stdn. bei 70° i. Hochvak.
getrocknet wurde. Ausb. 295 mg (28 %) amorphes, bei 160—164° schmelzendes Pulver mit
[e]d?: —13.0 + 0.5° (¢ = 2.4 in Methanol).

CagHyDgNgO1y (758.9) Ber. C60.14 H7.71 N 11.08 Gef. € 60.12 H 6.834) N 11.15

N-[{2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-6-deutero-benzoylj-cyelo-{ L-threonyl-2-deutero-p-valyl-2-
deutero-L-prolyl-sarkosyl-N-trideuteromethyl-r-valyl-Og,] (9b): Das durch Verseifen von
093 g 8¢ mit 1.3ccm # NaOH in 3 cem Methanol erhaltene N-/2-Nitro-3-benzyloxy-4-
methyl-6-deutero-benzoyl J-L-threonyl-2-deutero- p-valyl-2-deutero- p 1-prolyl-sarkosyl-N-trideu-
teromethyl-r-valin (8d) (0.75 g, [«]®: —12 £ 0.5°, ¢ = 0.8 in Methanol) wurde mit ca.
280 ccm Reagenzlosung wie bei 9a cyclisiert und die von der 2 x 8-cm-Aluminiumoxid
1v-Saule eluierte Athylacetatfraktion (0.7 g) direkt auf 10 20 x 40-cm-Kieselgelplatten
getrennt. Aus der drittschnellsten Hauptzone crhielt man — NMR-spektrometrisch (Abbild. 1)
leicht zu identifizieren — 92 mg (13%) 9b, das 8 Stdn. i. Hochvak. bei 70° getrocknet wurde.
Schmp. 158 —164°; [«]%: —13.9 4- 0.5° (¢ = 2.0 in Methanol).

C33H44DgNgO19 (756.9) Ber. C60.30 H 7.47 N 11.11 Gef. C60.16 H 6.93 N 11.19

N-{2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-6-deutero-benzoyl )-cyclo-/ 2-deutero- L-threonyl-p-valyl-1.-
prolyi-sarkosyl-N-methyl-L-valyl-Opy,. (9¢): 1.10 g (1.4 mMol) 8e in 3.2 ccm Tetradeutero-
methanol und 1.6 ccm Deuteriumoxid wurden mit 66 mg (1.65 mMol) Natriumhydroxid
90 Min. auf 40° erwarmt, dann i. Vak. vom Methanol befreit und nach Zugabe von 10 ccm
Deuteriumoxid mit 20 ccm Chioroform/Athylacetat (1:1) geschiittelt. Die durch Zentri-
fugieren abgetrennte und mit # HCl angesiuerte wiBrige Phase extrahierte man mit Chloro-
form/Athylacetat (1:1), wusch den Extrakt mit angesduertem Wasser, dampfte i.Vak. ein
und trocknete den schaumigen Riickstand 3 Stdn. bei 70° i. Hochvak. Ausb. 0.92 g N-/2-
Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-6-deutero-benzoyl j-2-deutero-i.-threonyl- p-valvi-1-prolyl-sarkosyl-
N-methyl-1-valin (81); [2]3®: —31 + 1° (¢ = 0.8 in Methanol).

51) 100 g Aluminiumoxid U ~1II {,,Merck) mit 9 g Wasser inaktiviert.
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81 (0.8 g) wurde dann mit 250 ccm Reagenzldsung wie 8b cyclisiert, jedoch die Reaktionszeit
von 120 auf 90 Min. verkiirzt und der Eindampfrickstand (i.Vak.) vor der Aufarbeitung
10 Min. bei 40° mit 5 cem Deuteriumoxid behandelt. Man trennte wiederum an Aluminium-
oxid IV (2.5 x 8-cm-Siule) und danach die Athylacetat-Fraktion (0.76 g) an 10 20 x 40-cm-
Kieselgelplatten (LS V) und erhielt aus der 3. Hauptzone von vorn 210 mg (27%) weifes,
amorphes 9c. Schmp. 160—166°; [«]F: —14.3 4+ 0.5° (¢ = 1.5 in Methanol). Zur Analyse
wurde 6 Stdn. bei 70° i. Hochvak. getrocknet.

CagH48DyNeO1g (752.9) Ber. C60.62 H6.96 N 11.17 Gef., C60.40 H6.97 N 11.22

N-[2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-6-deutero-benzoyl J-cyclo-{ L-threonyl- p-valyl-L-prolyl-2.2-
dideutero-sarkosyl-N-methyl-L-valyl-Ory. ) (9d): 0.9 g (1.15mMol) 8g wurden in 3 ccm
Tetradeuteromethanol und 1.5 ccm Deuteriumoxid mit 54 mg (1.35 mMol) Natriumhydroxid,
wie fiir 8e beschrieben, zu N-/2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-6-deutero-benzoyl j-1-threonyl-p-
valyl-L-prolyl-2.2-dideutero-sarkosyl-N-methyl-r-valin  (8h) verseift. Ausb. 0.72 g; [«]®:

29 4 1° (¢ == 0.7 in Methanol)52),

(.32 g 8h cyclisierte man wie 8f (120 ccm Reagenzidsung, 90 Min.), nahm den Eindampf-
rickstand wiederum in etwas Deuteriumoxid auf und trennte das Reaktionsgemisch wie
iiblich an Alominiumoxid IV (2 X 4-cm-Saule) und Kieselgel (5 20 x 40-cm-Platten). Die
3. Hauptzone von vorn ergab 79 mg (25%) bei 160—168° schmelzendes 9d, das 6 Stdn. bei
70° i. Hochvak. getrocknet wurde. [o}f: —14 4 0.5° (¢ = 2.5 in Methanol).

CagH47D3NgOg (733.9) Ber. C60.54 H 7.09 N 11.15 Gef. C60.62 H 6.85 N 11.13

N-{ 2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-6-deutero-benzoyl |-cyclo-[ L-threonyl-D-valyl-L-prolyl-N-tri-
deuteromethyl-glycyl-N-methyl-L-valyl-Opy,, ] (9e): 0.96 g 81 wurden in 3 ccm Methanol mit
1.35 ccm n NaOH zu 0.75 g N-[ 2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-6-deutero-benzoyl j- L-threonyl-p-
valyl-L-prolyl-N-trideuteromethyl-glycyl-N-methyl-2-deutero-pr-valin  (8j) verseift  ([«]%:
—12 + 0.5°%, ¢ = 1.0 in Methanol)32). 0.62 g davon cyclisierte man, wie bei 9a erliutert,
mit 120 ccm Reagenzldsung und trennte die von der 2 x 8-cm-Aluminiumoxid 1V-Siule
eluierte Athylacetat-Fraktion (0.6 g) an 8 20 x 40-cm-Kieselgelplatten. 9e aus der 3. Zone
von vorn war ein weilles, amorphes Pulver mit Schmp. 157 —-163° und [x]%®: —13.0 4- 0.5°
(¢ = 2.4 in Methanol). Ausb. 166 mg; bei 70° wurde i. Hochvak. 6 Stdn. getrocknet.

C33HysD4NgOqg (754.9) Ber. C60.46 H 7.21 N 11.13 Gef. C60.17 H7.13 N 11.19

[2(Valy g),N-Methyl(Sar, g;MeVal, g) 8 - pentadecadeuterojactinomycin C, (15a) sowie
[2(Val,), N-Methyl{Sar,, MeVal,), 8-octadeuterojactinomycin Cy-siiure-(a)-lacton (12a),
12( Valﬁ), N- Methyl{Sarﬁ, MeValﬁ)-heptadeutero]actinomycin Cy-séiure-(f) -lacton (13a)
und Actinomycin Cy-sdure (14a)18): Ein aus 228 mg (0.30 mMol) 9a und 465 mg (0.60 mMol)
N-[2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-benzoyl]-L-threonyl-p-valyl-L-prolyl-sarkosyl-N-methyl-L-
valin (11b)11 (oder 520 mg 11b-Benzylester15)) durch Hydrierung mit 10proz. Palladium/
Kohle in 40 ccm Methanol erhaltenes 10a/11a-Gemisch wurde in 80 ccm Methanol/0.07 m
Phosphatpuffer, pH 7.2, (1:1) mit 1.0 g Kaliumhexacyanoferrat(1ll) bei pH 7.2 oxydiert.
Aufarbeitung und Isolierung der vier Reaktionsprodukte (Cellulosesdule: 4.5 x 80 cm,
LS II) erfolgten genau wie auf 5. 2498 —2499 der letzten Mitteil. 18 beschrieben. — 15a aus
dem Vorlauf wurde an einer 3 x 25-cm-Cellulosesiule (LS IIT) nachgereinigt (vgl. 15¢) und
zweimal aus Athylacetat (oder Chloroform)/sehr wenig Methanol/Cyclohexan umkristallisiert.

15a (Vorlaut): 49 mg rote Nadeln; Schmp. 239—246" (Zers.); [o]2°: —321 + 10° (¢ = 0.1
in Methanol). Zur Analyse wurde 15 Stdn. bei 115° i. Hochvak. getrocknet.

Ce2H71D15N 12016 (1270.6) Ber. C58.60 H 8.01 N 13.23 Gef. C 58.84 H 7.344) N 13.19

52) Wihrend der Verseifung wurde 8h — cbenso wic oben 8f an C-2(Sar, MeVal) — an C-2
(Thr, MeVal) zu ca. 30 —50%] deuteriert. 8§ verlor die gleiche Menge C-2(MeVal)-Mar-
kierung.
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13a (Zone I11, schnell): 92 mg amorphes Pulver; Schmp. 207 —215° (Zers.), [a]®: —195 '}
57 (¢ = 0.24 in Methanol). Zur Analyse wurde 12 Stdn. bei 90° i. Hochvak. getrocknet.

Cs2Hg1 D7N 2017 (1280.5) Ber. C58.15 H 7.47 N 13.13 Gef. C57.90 H 7.22 N 13.05

12a (Zone 11, langsam): 116 mg amorphes Pulver; Schmp. 204 - 213° (Zers.), [«]¥: —131 |
5° (¢ = 0.24 in Methanol). Getrocknet wie 13a.

CaaHgoDgN120q7 (1281.5) Ber. C58.10 H 7.54 N 13.12 Gef. C 57.50 H 7.39 N 13.22

14a (Zone 1, Saulenkopf): 240 mg gelbrotes, amorphes Pulver; in allen Eigenschaften mit
Actinomycin C;-sdure!® identisch.

[2(Valyg, Progg), N-Methyl(MeValyg), 8-undecadeutercjactinomycin Cy (15b), /2(Val,,
Prog}, N-Methyl{ MeValy), 8-hexadeutero]actinomycin Cy-sdure-(u)-lacton (12b), /2(Valg,
Prog}, N-Methyl( MeVallg)-pentadeufera]actinomycin Ci-sdure-(3)-lacton (13b) und Actino-
mycin Cy-sdure (14a): Das durch Hydrieren von 98 mg (0.13 mMol) 9b und 300 mg
(0.39 mMol) 11b entstandene 10b/11a-Gemisch gab nach oxydativer Kondensation [0.6 g
Kaliumhexacyanoferrat(111) ] und Aufarbeitung, wic bei 15a angegeben (4 < 60 cm-Cellulose-
sdule, LS 11), 15 mg kristallisiertes 15h (Vorlauf), 40 mg 13b (Zone III), 45 mg 12b (Zone II)
und 160 mg 14a (Zone I).

15h: Rote, bei 239—244° schmelzende Nadeln, [2]¥: —315 % 10° (¢ = 0.1 in Methanol);
auch papierchromatographisch (LS 1V) mit Actinomycin Cy identisch. Zur Analyse wurde
12 Stdn. bei 115° i, Hochvak. getrocknet.

CgaH75sD 11N 12016 (1266.6) Ber. C 58.80 H 7.72 N 13.28 Gef. C 58.99 H 7.2743 N 13.19
Die Lactonsdurern 13b und 12b wurden nach 6stdg. Trocknung bei 80° sogleich cyclisiert.
12(Thr, ’ﬁ),S-Trideutero jactinomycin Cy (A5¢), [2(Thr,),8-Dideuterojactinomycin Cy-séure-

(a)-lacton (12¢), [2(Thrg)-Deutero}actinomycin Cy-sdure-()-lacton (13¢) sowie Actinomycin

Ci-siure (14a): 195 mg (0.26 mMol) 9¢ und 520 mg (0.60 mMol) 11b-Benzylester wurden,

wie fiir 15a erldutert, durch Hydrierung zum 10¢/11a-Gemisch und dessen oxydative Misch-

kondensation [1.0 g Kaliumhexacyanoferrat(11l)] in 15¢, 13¢, 12¢ und 14a ibergefiihrt

(5 x 70-¢cm-Cellulosesaule, LS II).
15¢ (Vorlauf): 29 mg; rote Nadeln mit Schmp. 241 —245° (Zers.) und [«]¥®: —319 + 10°

(¢ = 0.21 in Methanol). Zur Analyse wurde 15 Stdn. bei 115° i. Hochvak. getrocknet.

Ce2Hg3D3aNj2016 (1258.5) Ber. C59.17 H7.13 N 13.36 Gef. € 58.93 H7.19 N 13.36

Die beiden Lactonsiuren 13¢ (Zone II: 80 mg) und 12¢ (Zone 1I: 93 mg) wurden nach
6stdg. Trocknen bei 80° i. Hochvak. sofort weitercyclisiert.

Zone 1: 220 mg Actinomycin C(-sdure (14a).

12.2(Sary g}, 8-Pentadeuteroactinomycin Ci-sdure (14b), [2.2(Sar,), 8-Trideuterojactino-
mycin Cy-siure-(8)-lacton (12€), [2.2( Sarﬁ)-Dideutero]actinomycin Cy-séure-(a)-lacton (13e)
sowie Actinomycin Ci (18): Das aus 85 mg (0.113 mMol) 11d1" und 275 mg (0.36 mMol) 8h
durch Hydrierung erhaltene 11¢/10f-Gemisch wurde mit 0.6 g Kaliumhexacyanoferrar(lll)
oxydativ kondensiert und das Reaktionsgemisch wie ublich (4.5 x 80-cm-Cellulosesiule,
LS 1I) aufgearbeitet.

14b (Zone I, Sdulenkopf): 135 mg gelbrotes amorphes Pulver mit Schmp. 182 —190° (Zers.)
und [x]2: --109 + 3° (¢ — 0.23 in Methanol). Zur Analyse wurde 8 Stdn. bei 80° i. Hochvak.
getrocknet.

Ce2HgsDsN1203 (1296.5) Ber. C57.43 H 7.39 N 12.97 Gel. C57.61 H7.13 N 12.86

Aus dem Vorlauf erhielt man 14 mg 18.

Die Lactonsduren 13e (40 mg; Zone II) und 12e (45 mg; Zone i1I) wurden nach 6stdg.
Trocknen bei 80° i. Hochvak. ebenfalls gleich weitercyclisiert.
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IN-Methyl( Sary g), 8-heptadeuterojactinomycin Cy (15€): Das durch Hydrieren von 63 mg
9¢ erhaltene 10e wurde mit 90 mg Kaliumhexacyanoferrat(I111) wie oben bei pH 7.2 oxydiert
und das rohe 15e an einer 3.5 X 20-cm-Cellulosesdule (LS III) chromatographiert. Die
herausgeschnittene Hauptzone eluierte man mit Methano! und Wasser, exirahiertc das mit
0.2n NaHCOj; verdiinnte Eluat mit Chloroform und wusch den Extrakt mit # NaHCOQj;,
0.1n HCI und Wasser. Der Eindampfriickstand gab nach 2fachem Umkristallisieren aus
Athylacetat/wenig Methanol/Cyclohexan 41 mg rote Nadeln, Schmp. 239—245° (Zers.);
foe}s —328 + 10° (¢ = 0.21 in Methanol). Zur Analyse wurde 10 Stdn. bei 115° i. Hochvak.
getrocknet.

Ce2H79D7N12016 (1262.5) Ber. C38.98 H 7.42 N 13.32 Gef. C58.87 H7.10 N 13.21

[2(Valy), N-Methyl{Sar,, MeVal,), 8-octadeutero]actinomycin Cy (16a) und [2(Valg),
N-Methyl(Sarg, MeValg)-heptadeuterojactinomycin Cy (17a): 105 mg 12a und 80 mg 13a
wurden genau wie kiirzlich1® fiir aniso-Actinomycine beschrieben mit je 25 ccm Acefyl-
chlorid/ N-Acetyl-imidazol-Reagenzldsung cyclisiert und die Rohprodukte an zwei 2.5 x 25-
cm-Cellulosesiulen (LS III, vgl. bei 15e) chromatographiert. Zweimaliges Umkristallisieren
aus Athylacetat/sehr wenig Mecthanol/Cyclohexan gab 55 mg (52%) 16a (aus 12a) und 49 mg
17a (60°%,) (aus 13a) als rote, jeweils bei 241 —245° (Zers.) schmelzende Nadeln. [«]2’: —328
bzw. —322 + 10° (¢ = 0.23/0.13 in Methanol). Zur Analyse wurde 15 Stdn. bei 115° i. Hoch-
vak. getrocknet.

16a: CeH7sDgN12016 (1263.5) Ber. C 58.93 H 7.50 N 13.31
Gef. C58.71 H7.31 N 13.26

17a: CgH7oD7N1pO16 (1262.5) Ber. C 58.98 H 7.42 N 13.32
Gef. C58.80 H 7.46 N 13.19

[2(Valy, Prog),N-Methyl{ MeVal,} 8- hexadeuterojactinomycin Cy {16b) "und [2(Valg,
Prog), N-Methyl{ Me Valﬁ)-penmdeutero]actinomycin Cy (17b): Durch Cyclisieren von 37 mg
12b und 32 mg 13b mit je 25 ccm Reagenzidsung und Aufarbeiten der Ansitze, wie fiir 16a,17a
erlautert, erhielt man 23 mg 16b53) (aus 12b) und 21 mg 17b3¥ (aus 13b). Zweimaliges Um-
kristallisieren wie oben gab rote Nadeln mit Schmp. 239—245° (Zers.) und [0]¥: -- 331 bzw.
—322 - 10° (¢ — 0.26/0.20 in Methanol). 10 Stdn. wurde bei 115° i. Hochvak. getrocknet.

[2(Thr,),8-Dideutero]actinomycin Cy (16¢) und [2(Thrg)-Deuterojactinomycin Cy (17¢):
70 mg 12¢ und 71 mg 13¢ wurden wie 12a,13a mit je 30 ccm Reagenzldsung cyclisiert und die
Reaktionsprodukte -~ hier unter Verzicht auf die Chromatogtaphie an Cellulosesdulen —
entsprechend aufgearbeitet. Nach zweimaligem Umkristallisieren aus Athylacetat/1 Tropfen
Methanol/Cyclohexan erhielt man 43 mg 16c (aus 12¢) und 36 mg 17c¢ (aus 13¢). Schmpp.
241 —246° (Zers.); [a]: —314 bzw. 319 4- 10° (¢ == 0.10/0.12 in Methanol). Zur Analyse
wurde 15 Stdn. bei 115° i. Hochvak. getrocknet.

16¢: CgHggD2N12016 (1257.5) Ber. C 59.21 H 7.06 N 13.37
Gef. C59.47 H6.95 N 13.29

17¢: CerHgsDNpOjs (1256.5) Ber. € 59.26 H 6.98 N 13.38
Gef. C59.16 H 6.99 N 13.18

53) Auf Verbrennungsanalysen wurde, da die tibrigen Daten mit denen von Actinomycin Cy15)
iibereinstimmten, in Anbetracht der kleinen Substanzmengen verzichtet.
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[2.2{ Sar,),8-Trideutero]actinomycin C\ (16d) wund [2.2( Sarg)-Dideuterojactinomycin €,
(17d): 42 mg 12e und 37 mg 13e wurden wiederum mit je 25 ccm Reagenziosung (90 Min.
Reaktionszeit; vgl. 9¢) cyclisiert und die Eindampfriickstinde der Reaktionsprodukte nach
10 Min. Erwidrmen mit je 3 ccm Deuteriumoxid auf 407 wie 16a,17a aufgearbeitet [2.5 X
20-cm-Celiulosesdulen (LS 111)]. Zweimaliges Umkristallisieren aus Athylacetat/1 Tropfen
Methanol/Cyclohexan gab 19 mg 16d5¥ (aus 12¢) und 20 mg 17d3® (aus 13e); rote Nadeln
mit Schmpp. 239 —246° (Zers.) und [«¢]%: —320 bzw. —325 -~ 10° (¢ == 0.10/0.08 in Methanol).
Getrocknet wurde 12 Stdn. bei 115° i. Hochvak.

[264/71]



