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i Einleitung

I. Ubeghlick {iher die bisherisen Forschunsen

Des wissenscheftliche Interesse an den pgriinen Knollenblitter-
pilzen (Amenita phalloides) war sdﬁén im letzten Jabhrhundert
gewegkt wordan, da fast alle der Gchweren Pilzwergiftungen auf
den GenuB dleses Pllzes zuriickzufiihren sind. Die Vereuche, die
Giftastoffe zu iseclieren, waren alle:dingé noch sehr sporadisch

und nicht sehr erfolpgreich.

Systematische Untersuchungen begannen erst vor 40 Jahren durch

B. Basb'). 1937 isolierten ¥. Lynen und H. Wialond2) xristel-

lines Phalloidin und 1941 H. Wielandz) und R. Hallermeyexb}

smenitin, des Th. wielnnd et sl.q) 1949 papierelekbtrophoretisch
in das o - und f-Amanitin sufirennten. Das vierte Gift, dss
arémanitin, wurde won Th, Wieland und Chr. Budensing5) 1956

igoliert und ein Jehr spéter dss Phslloin vor Th. ¥Wielsnd und

K. HannESE}. £l weltere giftige Bestondteile dez Pilzes kono-
8)

ten Phailacidin?), Fhallio B~7, Ewﬁmaniting), fmenin, FPholl-

lsip und das ungiftige ﬁmanullinﬂo) bestimmt werden.

Eei dex Konstitutionsaufklﬁ:ungqo_eq) wurde festgestellt, daf
es sich um eyelische Oligopeptide handelte, die men in zwei

Gruppen einteilen xonnte. Sie unterscheiden sieh durch ihre

ST

Amincséure-Zuszmuensetzung, FV-Spektren, Zimtoldehyd-HCl-Farb-

reaktion und Toxizitat.
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Die erste Gruppe umfsBt die Phallotoxine, dis aus bicjcli—

Ef schen Heptapepbiden bestehen (Abb.1)
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Abb.1. Konsblbutlonsformel der

1 Phallotoxine
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Der Chromophor der Phallotoxine

\ ist ein o -Indolylthiocdther, der
_ é; gin Meximum hei 292 nm {(Abb.2) zeligh.
E' Die Zimboldehyd / ACl-Reaktion ruft
2 eine Blsufiérbung hervor.
< Die Gifte wirken rasch, beil weiBen
MEusen inperhalb weniger Stunden,
und die LDSO liggt bel *4,25 ng/Lg
(PHCD) bis 2 - 3 mg/kg (FED).
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Ahbh. 2 UV--Spektrum
des Phellscidins




Iie zwelte Grupne umfalBt die Amstoxine, die sus bicyclischen

Oktapeptiden bestehen (Abb.3)
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Abb.5. EKonstitutionsformel
der Qmat 0Xine

H’l Fl‘;2 H; Bq

0)  o-Auwanitin _OH OH RH,, OH
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Bei den Jmstoxinen ist der
Chromophor ein 6-Hydroxy-
o -~indolylsulfoxid. Im Heu-

tralen liept dss Maximum bei

A02 nm wed im Alkelischen

3 1 » bildet szich dss Phenolet, das

140 300 3¥S

. Ehb.4, UV-Spektrum der bel 320 om ebsorbiert. (Abb.4)
Awatoxine 1)neuntra- .

las ~ 2% elk.uedium




Die Zimtaldehyd /HCl-Resition bewirkt eine ViolettfHrbung.
Die Gifte wirken beil weillen MBusen nicht so rasch wie die

Fhellotoxine, eber ilhre LDﬁO liagt mit 0,5 H 1,0 mg/kg

nigdriger.
1 Eine Ausnabre bildet das
5 smanin, dessen Indolkerm nicht

hydroxyliert ist. Sein Mexioum
e =

liegt bei 286 om (AbbL.5).

Die Zimialdehyd / BCl-Eeakfiaon

ruft erst nach ainiger Zeit

der HCl-Einwirkung eine Bleu-

farbung hervor.

e
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Abb.5 UV-Speictrum des
Amsning

Einen genauen Uberblick iibter die giftigen Peptide und ihre
toxikologlschen Wirxungen findet man in einem Artikel wvon

Th. Wielsnd und 0. Wielend (19713227

I1. Problemstellung

Die vom O, Brcdner23) benutzte Methode der Anionensustausch-
Chromatographie, ﬁei der hauptsfchlich das Phellasceidin und

das Anmenin asngereichert werden konnten, versprach die Mdglich-
keit; weltere unbekasnnte ssure Gifte zu isolieren und evil.

teksnnte Gifte suf eine neuwe Art rein zu gewinnen.



Houptteil

I. Anreicherung der seuren Giffe

Zur Anreigherung der sauren Gifte wurde eine SBulenchromsto-

grapbie an Dowex - Anionensustauscher - Harz durchgefidhrt.

Dss husgengsmsterisl stawmwmie sus E;agﬁinn III, die veon P 11

2}

der Filzernte 1969 durch zwéimalige Seulenchromatographie won

0. Brodne:25) EEWONNED WOIdEeInl Wer (Vgl.;Schema}.

PH o1

1. Sfulenchrocetogrephie
fephadex IH 20 (1Gcn x 120cm}
laufmittels Wasser

| 1 | 1 | Ii 1
A B D by F G H
braune  bresune p-hma-  Gelb- FHD w-Ama-  Y-Ama-
Btoffe Stoffe . nitin stoffe FHS  nitin nitin
) Fan Ata— -
g . hullin
Phallacidin
Aranin
2. BEunlenchromstographia
Sephadex LH 20 {30cm x 140cm)
Leufmittel: Wasser
| T = I |
1 11 I Iy ¥
braeune broune Fhellagidin fA-sma- F-Ama-
Stolfe Stoffe Amenin nitin nitin
wenig B-Ama-—  wenig
nitin . Fhsll-
acidin
Dowe x—
Tonenaustisuscher
B t i
1 2 5
visel wiel viel Amanin

Fhzsllaecidin - Fhallacidin Phellacidin
wenlg Arsnin



Zur Austauschehromatogrzphie wurden finf SEulen (1,5 cm x 40 cm)
it insgesamt 150 g Dowex - Herz, daz zuvor geh:auchsfertig um-—
f geladen worden war, gefliilli, mebrere Sftunden wit einem Tenf-
mittelgemisch (EED : NeQOH 7 : 3) gespiilt und mit insgesamb

& p Rohsubstsnz {Frektion ITI), die in 15 ml Lsufmitiel gelbst
waren, beladen. Wach weiterem zweistindigem Splilen wurde dem

I Plutionsmittel 2 Vol% Essigséure zugesetat und weitere drel
Stunden eluiert, biz Breaun-~ und lebafoffe susgewaschen und

i das Elust wieder fasrblos war und xeine UV-ibscorphion zeigte.
?;Jetzt warda die Essigsﬁurekonzentratinp_auf 5 Yol% erbbht und

I mit 22 1 Leufmiltel die sauren Gifte eluiart.

b Die Ausbeubte betrug bel drei Ansitzen mit 18,5 g Rohsubstanz
65,51 g Giftgemisch, des noch durch Fremdstoffe und Abbau-

f produkte verunreinigt war.

Bei eipen vierten Ansstz wurde die 2 %-ige Essigsiurekonzen-

¥ tration nicht erhoht und weiter elulert, wodurch des Auswsschon
‘unter milderen ﬁedingungen durchgefihrt wurde. Bel &,6 g Roh-
isubstanz konnten 2,68 g saure Gifte gewonnén werden. Nehen der
peringflipipgen Exhdobung der Ausbeute werde die Trenoung von
iPhallacidin und Amsnin etwas verbessert und die Zersetzung

fvon Amanin wor nichi so sterk einpetrcien wie bei dén Ansdtzen

mit 5 %-iger Essligsiurexonzentration.

+

fogu Die gewonnénen Giftzemische
3 3 wiurden in drei Fraktionen zuser-
ﬁ%#u © (:) 8
4 oo i pepgefalt {Tab.1), nochdem sie
0,3+ Ei"; = = Hou

= = diinnschichtchromatographisch
0,2 o2 T = ; i

gﬁ i = mit dem Leuwfmittel gek.Butenol :
Bty 5 % NE; 100 : 44 untersuvcht

4 7 3

worden war. (Abb.6)..
Abb.G. R{-Werte der howex- : ( _)

Praktionen



Tebelle 7l

Fraktion

Inheltsstoffe

viel PHCD

bypothet.
Tri-~OH-FPHCD

1. Blaukdrper
2. Bleuktrper

gehr wenig
f -Amanitin?

FHGD

hypothet.
Tri-QH-PHCE

1. Elaukﬁfper
2. Blaukdrper
3. Blaukdrper
wenig 4manin
sehr wenig
fF-Amapitin?
Amanin

FHCD

bypothet,
Tri-0H~-FHCH

1. Blsuk&rpser
2. Blaukgrper

3. Blaukdrper

Rf=Wert

0,28
0,26
0,30
0,22

0,35

0,28
0,26

0,30
0,22
8,19
0,40

0,35

0,40
0,28
0,26
0,30
0,22
0,18

2imtaldehyd/ Uy-
HOl-Reaktion Spektzum

brsun-bleu

FHOD-
sof?rt blau Spektrum
* .II
T L
schwech
viplaett
“s.0
g PHCD-
Spektrum
L1} mlt
Amanin-
L Schulter
leanesam
breun-~blau
5.0.
5.C.
L
n :
Amanin-
Spekirun

s

7,10

0,84
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IT. Isolierung des Amasning

T Sephadex LH 20 Methapol-Sdule

o T e e e e e o e e o e e e

Bei den ersten Trennversuchen zeigte es sich, deB Amenin re-
lativ gut von dén anderen. Giften zu trennsm wsr. Es wurdan

60 mg der Dowex-Frekticn 5 euf eine Sephadex-1H 20-85ule

(1,8 x 250 cm} aufgetragen und.Methggal pls Ieufmittel benutzi.
Dag Elust wurde in dreil Frasxtionen unterteilt und diinnschbicht-

- -

chromatographisch und UV-spektroskopisch untersucht. {4bb.7 u.8}

4bh.7. Elutionsdingremm der Sephadex LH 20 tlethanol-Sidule

e

AR

ot © ) S

L1

Bz a2 S

031 %‘_? = % Spiter wonnie durch Verglelch fest-
UAT gestellt worden, dak es sich bei Gen

A A 7 9 Houptsubhstanzen der Fraktiom A1 uam

Abb.8. B_-Werte ger

alpraxtionen sbbouprodukte des Aganing hsndelte.



Tabhelle 2

Fraktion A

Inhaltsstoffe
Abbsuprodulkte
des Amening
wenig imanin
sehr wenig
3 -Amapitin
vigl Amznin
wenig PHOD
wenig
Tri-0H-FACD
FHCD
ri~OH-FPECD
hAmanin

Abbouprodukte

B.~VWert
Otli5 G
0,30
0,40

Q.35

0,28
0,26
0,40
0,20

TUV--
Spektrum

Amenin

Admanin

PHCD

NMenge
(mg

26,2

8,5

11,4
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2. Bevhsedex TH 20 Sidule mit Wssser-Methanol-Gemizsch

T L 8 R i i T s S oA Sl kil o 7 Tt S T {8 o K2 §— gy £m o B o e o e

b e Ry i F

Fine etwes verbesserte Trennwi}kung ¥Xponte mit elnem Wascer :
llethanel 5 : 1 - Gemisch, gerinperem SHulendurcomesser (@ 1,4%ca)
und durch Verminderung der sufgetragenen Substenzmenge erreicht
werden. Bei drei Durchldufen g %0 mg der Fraktiom % der Dowax-
Serie wurde 30 mg smeninreiche Substanz gewonpen.

{4bb. 9 u. 10, Tab. 3)

L=

Durchlicrigheid %

400 L i 1 i 3
Aoo 1ol oo beo aid

%{ A e
75+ o hus Froktion B-3 konnte
- o
Ol b = ™) 6 P nach zwelimsligem Chroms-
x| _ L = tographieren und Froktio-
= . T 9 = : .
ank g g - i bl nleren an derselben SEule
y = . inzgesawt 8 mg reines
04 L
B 4 2 3 4 5 dmanin iscliert werdenm.

[ 2.

: £bb.10. R.~Werie der
B=Frektionen
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Tsbelle 5
Froktion B  Inhsltsstoffe Rp~Wert gv- Menge
Spektrum {mg
Abheuprodukte 0,15~
des Amanins 0, 3G
4 wenig Amenin 0,40 Amanin 16,4
sehr wenig e
3 —Amanitin? 0,25
O
: Amanin 0,40
2 4bbeuprodukte - 0,15 - Amanin 11,9
des Amanips 0,30
viel Amanin 0,40
Blpukirper
{vermutlich 0,43
Amaninsbbau)
- % Amenin 30,6
sehr wenig
PHCD 0,28
aehr wenig
Pri-~OH-FHCD 26
viel FHCD 0,28
viel
4 Tri-CH-FHCD 0,26 FHCD 12,5
sehr wenig :
Admanin 0,40
Seco-FHCD 0,22
FHCD-Abhau 0,50 R w
2 sehr wenig 0.28 FHCD :
FHCD 2

gsehr wenlg
Tri-OH-PHCD 0,26
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'Abb.ﬂﬂ Tv~Spektrum der
Traktion BS

Bei Praktion BS war durgh die
deutliche VerBnderung der
Schulter bel 300 nm das fir Seco-
Phallotoxine charskteristische
ﬂVuSpéEfrum zu erkennen (Abb.471).
Spifer konnte mezeipgt werden,

daB es si;h bet den Substanzen
mit den waﬁerten 0,22 und Q,30
um Abbsuprodukte der seuren

Flisllotoxine hendelte. Chaerekie-

ristisch ist fur sie das U¥V-

' Gpektrum, die schnelle Blsuférbung bei der Zimtaldehyd / HC1l-

Feaktion und die positive Winhydrin-Reaktion,
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3. Merckogel - Hiule mit Methspol sals Taufmittel

e e 2t b 4 b e b v e i e s v e e sy s o e oy e e e e e ks s

Die baste Apnreicherung und Isolierung von Amanin geleng mit
glner Merckogel OR-FVA 2000 - BHule wit Methenol zls Lauf-
mittel und darsn snschliefiend mit einer zweliitem SEulenchroma-—
togrephie an Sephsdex ILH 20 mlt Wosser—Methenol-Gemisch sls
Lsufmittel. Die Merckogelsdule -(2,0 om x 250 cm) wurde mit

46 mg der ameninrelichen Dowex-Fraxtion beladen und mit Wetha-
B

nol eluiert (Abb.12).

o
]
-t
9
ot |
-
e
Y
18
A
-
] 3
AL |
i 1t N H : L L
Tou Aad8n Ao e f

Abb.12. Blutionsdiagramm der Mersckopel-Siule

ﬂ{fb i

as; ;. 5 Aus dem Elust wurden vier Froc-
i - A 5 - : M

qﬁu O {) B " uloﬂef gebl?det {Tab.4),
: = e Das Dinnschichtehromatograwm

Qﬁ* & i = é? (4bb.13) zeipte, dsB in den

6l = - = = Fraktionen G 1 und 2 das Aranin

Q{f schon sehr stark engereichert
C 4 2 3 4 und mit relstiv wenig Abhau-

(=

Abb.13. Rp-fierte deyr produktten verunreinigh war,
- C-Freationen

—
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Tabelle 4
Froktion ¢  Inhelisstoffe Rp-Wert - " Menge
Spektrum (mg%
P smanin )
‘1 sehr wenig 0,40 fmanin 5,4
Abbsuprodukte
Lmanin :
2 wenlg, 0,40 Amanin 8.6
Abbaupredukte . B
wenig Amanin 0,40;
3 wenip FHCD 0,28 . 4menin-
. PHCD-- Ilisch 2,7
wenig - - Bpektium
1. ~OH-FHOD B30
FHCD 0,28
Tri-0OH-FHCD 0,26
3 Abbauprodukte 0,30 FACD 6,
des EHCD .22
wenig
3 -Amapitin? 0,35

Yeines pma2nin kennte durch nochmaliges Chromstoprephizren der
Praktionen €1 und C2 an einer Sephadex TH 20 Stule (1,4 cm x

250 ocm) mit Yesser-bethanol % : 1 - Gemlsch erbalten werden.

{Abb.14)
)
Aus 13 mf
\.“‘: []
2 {C1 und €2)
;i wurden 5,4 mg

"
i

Adpapin isclicrt.,

DKpQMrr

:_ﬂu 1 1 1 i
A5e L50 150 oo deef

Abb.14. Flutionsdisgramm
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ié 5 { ik Die sminesdureanalyse zeigte
Ile : &ly : 4sp
e, 1,00 : 1,95 : 1,07.

AuBerdem wurden Hydroxy-
Frolin, Cystein und Cystein-

-siure gefunden.

e
""”"'“fil#li#l{!tllillilll:l.'l-l:.l-i—lllltll ------ (TR RN LTl
4bb.115. Aminosiureanslyss
von Amanip
t.--c.---lco"'lIII-:.Il_q'-ril'l‘l---"l.'--"vac'll;lctll-.ili'll'i-'l.liﬂ'-ﬂ-"--'-_'-|'|"ﬂ| D-’Lr VEIgleich der
r |
: 1
: = Ioctonsnalyse {Abb.16)
] i . 3 24
: F o mift bekennten Lactonen™ -
: i 1 g
N » * zeipgte in Ubereinstim-
! I i
) ” ; ; ©  mung mit X -pmonifin
Dby ; ;
T g ¥ 4 .+ die beiden Epimeren des
:oa T : -
! jL:l I:}dﬁf J s 1 x-é ~Dinydroxy-TIs0-
Y ot : : .
i [ ﬂ/\_' » . {1} leveinlaoctona,
;_AF I'I '.‘__ ..... -'J B AL —_‘ﬂ‘h—_—;—' o +
I.‘II".lt.l"ll".".."J""."ll.lll..lI.Jl‘.-llli.ll““."l.lll.li

AbL16.  Lactonsnoelyee
vou Amoanin

Tie LD50 des hocbgereinigten Amoning liept zwischen 0,1 mg/kg
(5/5) und 2,5 mg/kg (3f3} bei der weilen Msus. Sie war friiher

mit 0,625 mg/kpg wrgegeben worden.
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III. Isolieruns des Phallisscins (PHEG)

] Trennversuche

Bel den Lectonanslysen des FPhallacidins (FHCD) und dem ¥Yer-
laich mit synthetisierten Hydroxy-leucin-Lasctonen hatte

H. Faulsticheq)

neben y - d -Dihydroxy-Teucin-Lacton des
Fhallaciding ¥ —d-—d:ﬂwihydroxthEﬁEinwLactun gefunden, das
er 2inem bisher noch nicht isolierter Trihydroxy-Fhoslleecidin
zuschrieb, Spater wer O. Bxﬂdnezeﬁ} bel der Isolierung des
Fhselleciding aufgefallen, dsl des Gisher als rein angesehens
Gift dipnschichtchromstomraphisch wit dem Leufmittel sesx.
Butanol: 3% HH3 100 @ 44 in verschiedens EKomponenten pe-
trennt vwurde, wohei er 9ls Heuptprodukte das Fhsllacidin und
dog hypothetische Trihydroxy-Fhellseidin erkennte. Des Fhell-

agidin {IFCD) trennte er durch mehrfoches Chrorategraphleren

an Sephadex LH 20 SEulen rein ab. -

FEigene Versuche; die endere Kompeonsnte - das trihydrokyleucin;
haltige Gift (Fhalligacin) - diansehichtchroustographiach mit
den Lau;mittel sek. Butanol: 3% HH3 100 @ 44 préposretiv rein
zu iseclieren, gelsngen nicht. Auch die Prennversuche wit Se-
phadex ITH 20 - und Heércikopel-S8ulen mit verschiedenen neutra-
len Lethanol-Wasger-Luuimitielgemischen flihrten zu Kkeiner nen-
nenswerten An- bzw. Abreicherung eines der beiden Gifte. Auch
die mit Tiszomethen erheltenen Vetbylester der GiTte konnten

nicht getrennt werden.
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2. Sephedex IH 20 Sivle mit esgigsaurem Laufmittel

i e e e e e T e e P e e Lo e e e e e o e e R o e B R

Erst durch Zuasstz von Essigsdure zu den Leufmitteln kooote
eine deuntliche Entmischung erreich®% werden. Wit 360 mpg der
Frastion 1 der Dewex-Treannung wurden sn einer Sephadex LH 20
Siule (2,1 cm x 250 cm) séchs Purchléufe 5 €0 mg mit einem
1,5 Vol% essigsesuren Blutionsmittel (Wosser : Methenel 7 : 13

durchgefithrt @bb.17).

U Uuui}ﬂuﬂrﬂur}‘,’é =

g 400 300 s00 700 ptil) b

Abb.17. Elutionsdiagrame

Q{:’r‘
o5
Ok 5
Aus dem Fluat wurden vier
@ 2 2 & B .
8 Q e Frastionen gebildet {4bb.48

Gl Q o & und Tsbelle 5).
O . |

D4 2 3 4

Abb.18. Rp-Werte der
I=Frastionen

-
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Tabelle 5
Fraktion D Inhaltsstoffe Rf-Wert 17— Menge
Spektrum (mg%
0,30
PBHCD- : Beco-
? bbbouprodukte 53 FHCD e
] Il
PHCD 0,28
> FHSC 026 . pRCD 97,6
PHCD- 0,30
Abbauprodukte 0,22
viel FHCD 0,28
z wenip FHSC 0,26  PHCD 189,3
PHCD- 0,30
Abbauprodukts G,22
LHCH 0,29
4 FHCD 0,28 FPaCD GBS
Blaukgdrper 0,41 .

Frektion I zgiéte dag UV-Spektrum der Seco-Verbindung (Abb.11,
5.12%und vlle drei Komponenten uareﬁ ninbydxinpositiv. Ferner
fiel suf, dal die Blzufirbupg der Zimntsldehyd / H5C1-Reaktion
bei sllen drei Substanzen in wenipen Sekunden eintrat. In
Frogtion D2 war dos hypothetische Trihydroxy-Leuwcin-haltipe
Fhallotoxin sterk asngereichert. In_Frakticn 4 wurde gine

weltere phallsacidnEhnliche Substsnz entdeakt.
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3. Dlinnschichtchrometographische Isclicrung des TFhallisscins

e e e e e T b b bt d— i e o e e e e e . e e

Fum Trennerfolg fiihrte ein bel Diinnschichtpletten angewsndtes
TLeufmittel, das beide Gifte bel nicht sllzu hoher Startkonzen—
tration deutlich tremnte -(abb.19).

(Rg ' Bei Verwendung des Laufwittels H
{sek. Butsnol : Ameisensdure
o{# B
Wosser 75C : 150 : 100) zeigten
03+ die Gifte im Gegensstz zu dem
o o
thr [ Leufmittel sek. Butsnol :
%% fmittel sek. B 1z ¥ NHg
O4tF % CE:;? reproduzierbare ‘Ef—l‘.ierte.
D 2 3

A£bb.19. Re-Werte mit dem
Ieufmittel H

Yor &0 ng der Frok-
tion »2, die suf Diinn-
achichtplotten petrennt

und gn einer Sephadox

il

ILH 20 Siule (1,4 ce x

250 cm) rit dem Lauf-

unﬂa'r; i g i

mittelgemisch Wesser :

...
i/
th

Maethanmol 3 : 1 chroma-

B2

-

tographiert worden wer,

Abb.20, Elutiongdiegromm Kenntien in Frastiom I

5,5 mz des neuen Giftes
rein iscliert werden.

{Abb.20).
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Die Amimosdureanslyse egntsprach der des Phsllacidins (abb.21).

LAbb.21. AminosEureanalyse
des Fhellisocins

243

. i
Die vergleichencec Lsctononslyse zelgte des g-{£~(§-Tri—

hydroxy-Leucin wie bei Fhellisin (Abb.22).
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Abb.22. lactonanalysc des
Fhallissgins

Analog der FPhalloidin-Peihe wurde dieses Gift Fhollissoein {Fe)

genennt.

Seine LDgq liept bel 4.5 wg kg (weiBe Meus).
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IV, Isclierung des Phallacins (PHCH)

Bel der SHulenchrometogrephie mit essigssurém Elvbionsmittel
wer ein welterer Bestandtelil in Froktion Du sufgefallen, der
sich &bnlich dem Phallacidin verhielt und pur in sshr gerin-

ger Kunzentratlion voriseg.

bus den 9,5 mg dexr Frextion D4 und weiteren 4,6 mg eus anderen

Trennunpen kxonnte durch zweimaligEs Chromstographieren an einer
Sephadex TH 20 SBule (1,4 om x 250 ¢t} mit Wasser : Kethanol

% : 1 -Gemisch #ls Leufwmittel 1,5 mg eines reinen Peptids iso-

liert werden (AbbD.23).

v )
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Abb.25. Elutionsdisgrsom
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" Die Aminosipreanslyse

|
b sane

s
ro
:
i

i

1

1

1.
sl
[y LRy

i

i

{Abb.24) entsprach der

des FPhallscidins und

des Fhallisacins.

(Alanin : Vaelin
1,00°: 6,98 )

Abb. 24, dminosEuresnalyse
des Phallacins
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Hoow el B e Lattonsnalyse™ 7 (4bb.25)
de oL ogw. SR L Py
RS b L '{ it e zeigte deas § -Hydrosy-
e | el B0 3 B
: ’ : Leucin wie Phalloin.
I B
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Abb.25. Lactonanalyse degs
Fhollascins

Analopg dem Phsllisacin (FHSC) wurde dieses TFeptid Phallscin
{PACH) renannt.

Die LDy liegt bei 1,5 mg/xe {weiBe aus).

Aufgrund der fmincalure- und Lactononslyse und der Ahnlichkeis

mit Phallpeidin wird folpende HKonstitutionsformel angmenomzen:

o s wr oo me E
1 d

ME—C — CO— NH——cu—co—rr:q—ﬁl—cu,-—-cr-c»—lﬁ, i

i oy :

. He | ,
i HH = ca H
. 10 é
: or N IE'H :

1 ] !
] e i
[ el HE_R’ J
”_]_J H‘ld-—— B0 - FH—— K —{0 :
1 "y H—{—GH :
[ e MR i
i
R’l RE 35 Rq RS
Phallscin _ {PECH) H H CH(CH3)2 COEH OH

Fhallisaein FHEC OH 0" CH(C ~
( ) (CHy ), COH  of
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V. Toxlzitit und ORD -~ Spektren

Wetiirlich vorkoomende und chemisch modifizierte Phallotoxine
waren untersucht und miteinender werglichen worden. Dabei
zeigben sich Zussmmenhénpe zwischen der Konstituiion (z.B.
der Anzahl def Hydroxyl-Gruppen in den Seitenketten), der
Toxizitdt und der Eonformation, wverfolgt 2.B. durch die op-
tische Rotatiunsdispersiun.25) In ﬂésser als Losuppsmittel
wurden bei allen giftigen Phalloﬁgptiﬂan zmel poaitive
Cottonaffexte bei L = 248 nm urd 1 = 300 nm gefunden, die in
ungiftigen Fhsllopeptiden fehlten. Dié Gréfe der positiven
Drehkraft bel 253 pp und 30% nm konnte‘mit Toxizititsab-

stufungen in Zussmmenhsnp gebrscht werden,

Der ¥erglelch der ORD-Spektren (4B1b.26 ~ 28) ssurer Fhallo-
toxine und eines Gemisches von Secopeptiden mit disser Theo-
rie zeigt in wasser weltachende Ubereinstimmung wie such
Fnalloin, Phalloeidin und Phallisin. withrend in Acetonitril-
Methsnol und in jMetnsnol des Phsllecin sls dng toxischste
Peptid zu crkennen ist, ksnn der Gred dar Toxizitit des

Fhallecidins und des Fhallisscins nicht sbgelesen werden.

Die ToxizitHisbestimmuncen, die on weiBen biusen durchgefithrt

wufden, Yiefern folgenode LD5 -Werte:

Q
fhallacin 1.5 mp/kg
Phallqcidin 1,5 mipfkg
Fhallisacin 4.5 mp/kg

Analog dem Phalilsin ist das Phallisscin wnit drel Hydroxy-

Gruppen im Leucin das am wenigsten giftige Peptia.
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Experimenteller Teil

Dinnschichtchrowatographie:

Prigersubstsng : Kieselgel HF 254 der Firma Merck,
Darmatedt, Schichtdicke 0,25 mm
Laufmittel: '_LJ
sek. PButancl : 3% I-IH3 100 :j;i
sek. Butenol : Amelsensiivre : Wasser 9750 : 150 ; 100

{(Laufmittel H)

Freeperctive Dinnschichtchrematozraphie:

10wy Substenz pro 20 x 20 en Plastte, in Fethanol
gelist wit 5 ul-Pipette ouf 15 Flecken verteilt,

4.5 Stunden in Laufmittel g'engw;caelt, Fraktion sus-
gekratazt, mit Eethanol eluiert,-;brotiert und gefrier-

getrocknet, - -

Spriihreazenzien:

8) Zimtaledehyd / ACL - Resgenz

Dunnschichtplotte mit 2% methanolischer Zioteledhyd-
lésung bespriiben und 20 -~ 30 Minuten in HCl-Ges—Athmo-
sphire entwickeln.

b) Hinhydrin - Reapenz

1 g Ninhydrin, 603 ml Methenel, 350 @l n-Butanol,

30 ml 20 Essigsiure.- i _

Woch dem Besprilben ce 10 Minuten bei 110%ntwiczeln.

Primire Aminogruppen zeigen viclette Farbe.
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4., SBuleanchromstogrephie:
-‘ Trigersubstasnzen:
a2} Sephadex EH 20 der Firma Pharmacisz, Uppséla= Schweden
b} Mercogel OR-Fvs 2000 der Firma Merck, Darmsiadt

Der Verlauf der Chromstogrsphie wurde durch kontinuierli-
che U¥-4Absorptionsmessung des Blusts bel konstanter Wel-
lenlénge K 254 nm in einem Durchfluliphotometer Uvicord
der Firme 1ER, Stockholm, verfolpl und suf einem mnpge-
schlossenen Schreiﬁer recgistriert. Die entspreghenden
Fraktionen wurden wvon einem gekoppeiten IXP-Fraxtions-

sempler aufgefangen.

9. lonenausteuvschchromatographie: .
FrEpersubstonz: Dowex 1 x 2 Aniomensustauscher der
Firma Dow Chemical Comp., Midlend, Michigan
Bereitung: 150 g Hesrz wurde mit ‘1z HaOH behandelt,
neutral gewsschen, in n HCl digsriert, ermeut newvtral ‘
gewaschen upd wiederwn wit n NeOR ir die OH-TFoxno iiber-
fiihxrt. Hach ebschlicfienden Keutralwaschen, war das Hars

gebravehsfertipg.

6. UV-Absorpticnsepertroskopie:
Die GV-Absorptionsspektren wurdes an Teitz-Unicam
UV-Spestralphotomster der Firme Tinst Leitez GaobH, ' !

Wetzlar, aufpenommen.

7. ORD-Spektroskopie:
Die Nessung der optischen Rotetionsdispersion erfolgte

am Spektrepolerimeter REFPN 12 der Firms Kerl Zelss,

% - . Oherkochen. Zur ORD-Messung wurden Losungen verwendetl,
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die suf dem Upicem-UV-Ger#t eine Extinktion § = 1,8
zeigben. Die Spektren mit sbweichendem E-Wert wurdan -

grephisch auf die Extinstion B = 1,8 kKorrigiert.

B. Anincsduresnslyse:
cz 1 nmg der Pepiidproben wurden im abgeschmolzenen
Glesrobrchen 24 Stunden mit 6n HCL bei 110° hydrolysiert.
Die gquantitative Bestimmung erféigte nach der Methode
von Moore und Btein wit dem ﬁEinééEureanalysator

Beckmann Mulbichrom, Iiquid Column Chremizteogreapn 4255,

G, MToxizitétsbestiooungen:
Ple Toxizititsbestimmungen wurden freundlicherweise
von der Firme Boehringer, Ingelheim, durchgefiibrt, in-

den wailien Miusen die Lésuncern i.p. injiziert wurden.

e .
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D. Zuszmmenfassung,

Die sieben Heuptsubstsnzen, die bei dey Dowex-Jonensustsusch-
chromotographie und weiteren Trennschritten dinnschichtehroma-
tographisch mit dem Leufmittel sek. - Evtanol =% NH5 100 ¢ 44

%u erxennen weren, komnten folgenderwafen identifiert werden:

Rr~Wezt

0,40 Amanin

0,30 Eeco-Verhindung
0,29 Phallsein

Q0,248 Fhellecidin

Q.26 Fosllisacin

0,22 Zeco-Verbindung
0,20 Amanin-Abbsuprodukt

Bie Identifiketion wurde snhand von UV¥-Gpektren und sAmino-

giuresnalysen durchzefihret.

Nit diesem ¥rgebnis konnte die Grupps der Phgllotoxine mit
Fhallacin {PHCN) und Pholiisacin {FHSCY um zwei bisher noch

iselierte Gifte ecrweiltert vwerden.

Ferner gelong es, mit diesep Wrennschritten des fmanin in

reiner Forum zu gewinnen,




/4

L B s

E Literaturverzeicknis
1. H. Rssb, Z. Physiocl. Chemie 207 (1932} 157
2. F. Iynen und H. Wielaﬁd, Iiebigs 4. 533 (1938) 93
. H. Wieland und R. Hzlliermeyer, Liebigs A. 548 (1941) 1
4. fTh. Wielsnd, E. Fischer und L. Wirth, Ticbigs 4. 564
(1949} 152 A
5. Th. Wielapd und Chr. Dudensing, Tiebigs A. 600 (1958) 156
. Th. Wielsnd und XK. Hennes, Angew. Chemia €9 (1957) 389
7. H. Bchnobel, Diplomsrbeit, Universitit Fronkturs/lisin 1950
&. Th. Wielend und J. X. ge Vries, Liebigs &. 700 (1968) 174
9. ©Th. Wielsnd, D. Pempel, U. Gebert, 4. Puku und
H. Boehringer, Liebigs A, 704 (1967) 226
10. H. Wielend vwnd B. Witrkop, Idebigs 4. 5435 (1940) 171
1. Th. Wielsnd und ¥. Sc¢htn, Llebigs 4. 593 {195%) 157
12. Th, Wielend, K. M-nnes und 4. Schépf, Liebips 4. 647
(1958) 152
13. Th. ¥ielwnd und A. Hofer, Liebigs 4. 619 (1958) 35
4. Th. ¥Wieland und W. Eoehringer, Liebigs 4. 635 (1960) 178
15, Th. Wielsnd und H. Schnabel, Liebigs &, 657 (1962) 218
16. Th. Wielsnd und H. Schnsbel, Liebizs 4. 657 (1962) 225
17. Th. Wielend, H. Wehrt und J. Délling, Liebigs 4. 200
{1985) 120
18, Th. Wielsnd und Y. Geberg, Liebigs 4. 700 (1968) 157
9. U. Gebert, Th. Tieipnd und H. Boshringer, Litcbhigs A.

705 (1967) 277

’

l RN L S R B R s YR




20.
21.
22.

2%,
24 .

25.

= g

H. Fsulstich und Th., Wielsnd, Liebigs &. 713 (1968) 186
Th. Wielsnd und #. Buku, Liebigs 4. 717 (1968) 215

Th, Wielsnd und Q. wieland, Microbisl Moxins VITT
(ioFa)2e0

. Brodner, Diplomarbéit, Universitét Heidelberg 1972
H. Faulstich, D. Georgopoulos und kM. Blechking,

J. Chromatog. (1973) in the press

H. Faulstich und Th. ¥#ielend; Fur. J. Biochem., 22
{1971} 79




Eidesstattlicbe Erklirung

el

Die vorliegende A4rbeif wurde selbsténdig unter Verwendung

der zitierten Literstur upd ohne unerlaubte Hilfe Bnge-—
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