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v-Amanitin wird nach mehrstufiger chromatographischer Anreicherung, zuletzt zur Ab-
trennung farbiger Verunreinigungen an Sephadex G-25, kristailin erhalten. Das Gift (LDsp =
0.2 mg/kg weiBe Maus, langsam wirkend) zeigt in seiner Zusammensetzung groBe Ahnlichkeit
mit a-Amanitin bis auf eine y-Hydroxyaminosdure, der — wie sich spéter herausstellte, irr-
timlich — die Struktur B-Methyl-y-hydroxy-leucin zugeschrieben wurde.

Isolierung

v-Amanitin, eines der in geringerer Konzentration in Amanita phalloides enthaltenen
Toxine, wurde schon vor zehn Jahren auf umstindliche Weise in einheitlicher Form
gewonnen?d, Die Schwierigkeit seiner Isolierung besteht darin, daB es sich chromato-
graphisch sehr dhnlich wie das Hauptgift Phalloidin verhilt4),

Unter Ausnutzung der Verinderung in der chromatographischen Laufgeschwindig-
keit, welche Phalloidin in Gegenwart von Borat wegen seiner vy.3-Glykol-Seitenkette
erfihrt, die aber beim y-Amanitin ausbleibt, gelang es, eine méfige Menge Phalloidin-
freien y-Amanitins in die Hand zu bekommen. Als Ausgangsstoffe dienten die mittel-
schnell wandernden Fraktionen einer Chromatographie stark angereicherten Primér-
materials an einer groBen Sdule von Cellulose-Pulver mittels Butanon/Aceton/
Wasser (20:6:5)5. Der EinfluB der Borat-Konzentration auf die Ry-Werte der zu
trennenden Gifte Phalloin, y-Amanitin und Phalloidin wurde vorher ermittelt (Abb. 1).
Als Kompromif} zwischen Trennvermogen und wieder zu entfernenden Salzen wurde
eine Konzentration von 12.5 mMol// Borax gewihlt, mit der mehrere hundert Papier-
bogen durchgefeuchtet und dann an der Luft getrocknet wurden. Man erhielt darauf aus
58 g y-Amanitin-haltigem Gemisch 5.5 g braunes Pulver, in dem y-Amanitin zwar
stark angereichert war, das aber noch ziemlich viel Phalloin enthielt.

1) XXV. Mitteilung: Th. Wieland, H. Schiefer und U. Gebert, Naturwissenschaften 53, 39
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Abbildung 1. Abhéngigkeit der Wanderungsgeschwindigkeiten von Phalloidin, y-Amanitin
und Phalloin auf Borax-imprégniertem Papier von der Konzentration an Na-tetraborat

Papier: Schieicher & Schiill Nr. 2043 b, nach der Imprignierung getrocknet. — Laufmittel:
Butanon/Aceton/Wasser (20:2:5).

Da man Phalloin von Phalloidin (und auch vom gleich weit wandernden y-Amanitin)
durch Chromatographie an AlO3; mit Wasser-haltigem Butanol einigermalen gut
abtrennen kann®, haben wir die y-Amanitin-Fraktion, nach Zwischenreinigung
durch Ammonsulfat-Féllung, auf diese Weise weiter gereinigt und dabei 4.2 g Phalloin-
freies, v-Amanitin-reiches Prdparat erhalten.

Als Vorversuche fiir eine prdparative Trennung von Phalloin und y-Amanitin sind
diinnschichtchromatographische Analysen an Kieselgel ausgefiihrt worden. Dabei
wurde in Methanol/Essigester (1 :1) ein Laufmittel gefunden, das es erlaubt, v-Ama-
nitin (Ry = 0.55) gut von Phalloin (Rr = 0.34) und Phalloidin (Rv = 0.31) abzu-
trennen. Diese Trennung lieB sich auch priaparativ erreichen. Das Phalloin-freie,
v-Amanitin-reiche Priparat (4.2 g) wurde an einer Sdule von 2 kg Kieselgel in zwei
Portionen auf diese Weise weiter gereinigt. Man erhielt 1.5 g hoch angereichertes
v-Amanitin-Préparat.

Ohne das umstidndliche Borax-Verfahren konnten nun durch eine Chromatographie-
folge an Cellulose-Pulver (in Butanon/Aceton/Wasser = 20:6:5), Aluminiumoxid
(in wassergesittigtem Butanol) und Kieselgel (in Methanol/Essigester = 1:1) auch
aus den Primidrmaterialien spiterer Pilzernten 1.2 g eines gleich stark angereicherten
v-Amanitins gewonnen werden.

Da es jedoch noch nicht gelang, aus den vereinigten 2.7 g hoch angereicherten
v-Amanitins Kristalle des Giftstoffs zu erbalten, benutzten wir zur Abtrennung der
hohermolekularen Verunreinigungen eine Chromatographie an Sephadex G-25 in

6) Th. Wieland, K. Mannes und A. Schipf, Liebigs Ann. Chem. 617, 152 (1958).



122 Th. Wieland und H. Wehrt

Bd. 700

Wasser. Nach Auftragen der Substanz in 10 ccm Wasser traten beim Waschen des
Gels (80 x 2.5 cm) mit Wasser zuerst die Verunreinigungen aus, danach vy-Amanitin
in farbloser Losung (papierchromatographische Kontrolle). Der nach dem Gefrier-
trocknen nahezu farblose Riickstand wurde in 95-proz. widlr. Methanol warm gelost
und durch Animpfen mit einer Spur «-Amanitin zur Kristallisation gebracht. Man

erhielt so 184 mg kristallisiertes und aus der Mutterlauge nach Abdampfen noch
224 mg amorphes y-Amanitin.

Toxizitit, physikalische und chemische Eigenschaften

Das krist. v-Amanitin zeigte eine Toxizitdt von LDsg = 0.1 —0.2 mg/kg weille Maus,
die im Verlauf von 3—4 Tagen zum Tode fiihrten. y-Amanitin ist mithin der bisher
giftigste Inhaltsstoff von Amanita phalloides (x-Amanitin: LDsq = 0.35 mg/kg).

Das UV-Spektrum des y-Amanitins (Abb. 2) ist mit dem des «-Amanitins so gut
wie identisch. Auch die vom a-Amanitin bekannte Verschiebung des Maximums
von 303 nach 332—333 my bei Zugabe von wenig Natronlauge wird vom y-Amanitin
gegeben. Bei Annahme eines Molekulargewichts um 900 fiir yv-Amanitin ergibt sich
ein molarer Extinktionskoeffizient von ¢ ~ 10000 (x-Amanitin: ¢ ~ 11500). Wegen
der Rotverschiebung im Alkalischen muf} v-Amanitin eine freie phenolische Hydroxyl-

gruppe enthalten. Auf ihre Anwesenheit konnte frither3) an weniger reinen Priiparaten
wegen der geringeren Reduktion von Diamminsilber-Ion nicht geschlossen werden.
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Abbildung 2. UV-Spektren von a-Amanitin in Wasser (1) und verd. Natronlauge (1a),
v-Amanatin in Wasser (2) und verd. Natronlauge (2a)

Konzentrationen: In Wasser = 0.6 mg/10 ccm; in Natronlauge 0.61 mg in 10 ccm Wasser -
0.2 ccm 0.572 NaOH. — Kivette: d = 1.0 cm.
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Auch in der Bausteinanalyse zeigt v-Amanitin mit «-Amanitin? groBe Ahnlichkeit.
Im Salzsdurehydrolysat wurden folgende Aminosduren durch Papierelektrophorese
nachgewiesen: Asparaginsidure, Cystein, Cysteinsiure, Glycin, Hydroxyprolin, Iso-
leucin und das basische Lacton einer y-Hydroxyaminosdure. Dieses gibt, dhnlich dem
analogen Baustein des a-Amanitins, mit Ninhydrin anfidnglich eine Rosafarbe, wandert
aber im Elektropherogramm bei pH 6.5 rascher. Das frither3 im Hydrolysat zusitzlich
festgestellte Alanin fand sich in keinem der umkristallisierten Préparate mehr. Eine
quantitative Aminosidureanalyse zeigte, dal} Gly gegeniiber Asp, Hypro und Ileu in
doppelt molarer Menge enthalten ist, das Peptid also aus acht Aminosduren besteht.

Die basische Verbindung gab sich als Lacton einer y-Hydroxyaminosidure dadurch
zu erkennen, daB} diese, nach Elution aus dem Pherogramm mit wenig verd. Natron-
lauge kurz erwirmt, am Startpunkt der Elektrophorese (pH 6.5) zuriickblieb und
stark violette Ninhydrin-Reaktion (neutrale x-Aminosiure) gab, nachfolgende Behand-
lung mit wenig verd. Salzsdure z. T. aber wieder die zur Kathode wandernde Verbin-
dung hervorrief. Im absteigenden Papierchromatogramm (sek.-Butanol/Ameisen-
sdure/Wasser = 75:15:10) wanderte das neue Lacton etwa 1.5mal so weit wie das
aus o-Amanitin, fiir welches wir? die Struktur -Methyl-v.3-dihydroxy-leucinlacton
vorgeschlagen haben. GrofBere elektrophoretische Beweglichkeit (kleineres Molekular-
gewicht) und groBlerer Rp-Wert (Mindergehalt hydrophiler Gruppen) lieBen es plau-
sibel erscheinen, daf3 das Lacton aus y-Amanitin eine OH-Gruppe weniger hat als

o
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das des a-Amanitins. Auch das Fehlen eines Borat-Effekts beim y-Amanitin (vgl.
Abb. 1) deutet auf die Abwesenheit der Glykolgruppierung hin. Wir glaubten daher,
die neue Aminosdure aus y-Amanitin als 3-Methyl-y-hydroxy-leucin (1) ansehen zu
konnen. Diese wiirde sich zum Lacton des «-Amanitins so verhalten wie die lacto-
nisierende Aminosdure des Phalloins (y-Hydroxy-leucin)® zu der des Phalloidins
(y.9-Dihydroxy-leucin)¥. Die massenspekiroskopische Analyse des krist. Amino-
lacton-hydrochlorids ®, das durch mikropriparative Elektrophorese auf Filterkarton
gewonnen war (vgl. S. 124), und der chromatographische Vergleich mit der synthet.
Verbindung® zeigten aber, daB es sich um eine der diastereomeren Formen des bisher
ebenfalls unbekannten y-Hydroxy-isoleucins handelt.

Wir danken Herrn Dr. W. Konz, Ingelheim, fiir die wertvolle Hilfe bei der Beschaffung
und Aufarbeitung der Pilze und Frl. A. Schmirz fir die Ausfithrung der Toxizitdtsbestim-
mung.

7 Th. Wieland und A. Hdfer, Liebigs Ann. Chem. 619, 35 (1958).
8) P. Pfaender und Th. Wieland, Liebigs Ann. Chem. 700, 126 (1966), nachstehend.
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Beschreibung der Versuche

Die chromatographischen und elektrophoretischen Hilfsmittel sind bereits beschriebens,®.
Als Trdger fiir die Sdulenchromatographien wurden verwendet: Cellulosepulver ,,Ederol«
Nr. 221 (Fa. Binzer, Hatzfeld an der Eder); Aluminiumoxid ,,Giulini (Aktivitdtsstufe I,
anndhernd neutral) der Gebr. Giulini GmbH, Ludwigshafen/Rhein; Kieselgel Nr. 7733
(KorngréBe 0.2—0.5 mm) der Fa. E. Merck, Darmstadt; Sephadex G-25 (fine) der Pharmacia,
Uppsala.

Papierchromatographisch-priparative Trennung von angereichertem Primdrgift: Die mittel-
schnell wandernden Fraktionen der Sdulenchromatographie von 58 g y-Amanitin-haltigem
Primdrmaterial an Cellulose-Pulver mit Butanon/Aceton/Wasser (20:6:5)5 wurden auf
550 Borat-getrdnkte Papierbogen (60 x 60 cm, Schleicher & Schiill 2043b; Baden in wéiBr.
Losung von 12.5 mMol// Borax, Abtropfenlassen und an der Luft trocknen) aufgetragen.
Als FlieBmittel diente Butanon/Aceton/Wasser (20:2:5), absteigend. Die Zonen der Toxine
wurden auf den trockenen Bogen mit einer UV-Handlampe (Mineralight) als dunkle Streifen
lokalisiert und ausgeschnitten. Der y-Amanitin- + Phalloin-haltige Teil wurde unter zehn-
maliger Erneuerung des Losungsmittels jeweils 24 Stdn. in Methanol liegen gelassen. Die
Eluate wurden mit verd. Salzsdure auf pH 6 eingestellt und i. Vak. vom Losungsmittel befreit.
Der Riickstand (64 g) wurde in der gerade ausreichenden Menge Methanol gelost und die
Losung einige Tage bei —20° aufbewahrt. Man trennte vom ausgeschiedenen Salz ab, dampfte
das Filtrat i. Vak. ein, 16ste den Rickstand in 250 ccm Wasser und fillte die Toxine durch
Sattigen mit festem Ammoniumsulfar. Die hellbraune Fillung wurde abzentrifugiert, im Ex-
sikkator getrocknet, in Methanol geldst und durch Filtrieren von ungeléstem Ammonium-
sulfat befreit. Nach dem Abdampfen erhielt man 5.54 g angereichertes y-Amanitin.

Chromatographie an Sephadex G-25 und Kristallisation von y-Amanitin: 2.7 g wie voranste-
hend und dann nach Lit.6) angereichertes y-Amanitin wurden in 20ccm Wasser geldst und auf
eine Sdulevon 100 g Sephadex G-25 fine (zuvor in Wasser gequollen) aufgegeben (Glasrohr 2.5 X
100 cm).Nach dem Einsickern liel man allméhlich ca. 500 ccm Wasser nachlaufen und sammelte
65 Fraktionen von je 5 ccm. Die Fraktionen Nr. 1—22 enthielten braune Verunreinigungen,
Nr. 19—35 die Hauptmenge y-Amanitin. Sie wurden vereinigt und bei 20° i. Vak. eingedampft.
Den Riickstand 18ste man in 10 ccm 95-proz. wiaBr. Methanol bei 45°, kiithite auf Raum-
temperatur ab und impfte mit einem Kristidllchen x-Amanitin. Innerhalb 24 Stdn. kristalli-
sierten 184 mg vy-Amanitin als farblose, verfilzte Nadeln aus. Sie waren papierchromato-
graphisch einheitlich (mit Zimtaldehyd/HCI violetter Fleck vom Rr = 0.53).

L-y-Hydroxy-isoleucinlacton-hydrochlorid aus y-Amanitin: 150 mg krist. y-Amanitin wurden
zu vier gleichen Teilen in je 2.5 cem 6n HC! 14 Stdn. bei 110° hydrolysiert (geschlossene
Réhrchen). Die Hydrolysate wurden mittels Rotationsverdampfers eingeengt und dann im
Exsikkator (iber konz. Schwefelsaure/ KOH) ganz getrocknet. Der Riickstand wurde in 1 ccm
Wasser aufgenommen und die Losung sofort auf einen mit Pyridin/Essigsidure-Puffer (pH 6.5)
getrinkten Filterkarton (30 x 40 cm) strichformig nahe der angelegten Anode aufgetragen.
Nach 3.5stdg. Elektrophorese (100 mA) trocknete man den Karton bei 30°. Das Aminolacton
war als einzige Ninhydrin-positive Substanz etwa 14 cm kathodisch gewandert (Sichtbarmachen
durch Ninhydrin-Einwirkung auf dem Randstreifen). Die Zone wurde ausgeschnitten und mitca.
300 ccm Methanol kapillar eluiert. Im Auffanggefidl wurde etwas HCl-haltiges Methanol
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vorgelegt. Das methanol. Eluat wurde i.Vak. eingedampft, der Riickstand in ca. 10 ccm
absol. Methanol gelost und die Losung mit 90 ccm absol. Ather versetzt. Die Kristallisation
des Lacton-hydrochlorids setzte nach etwa 1 Woche ein und war nach 2 Wochen beendet
(Kristallisationsversuche aus kleineren Volumina fihrten zur oligen Abscheidung). Nach
AbgieBen der Mutterlauge wurde die Losung in 1 ccm absol. Methanol (Zentrifugenglas)
tropfenweise mit absol. Ather bis zur beginnenden Triibung versetzt. Der nach einigen Mi-
nuten erscheinende amorphe Niederschlag wurde abzentrifugiert, aus der klaren Losung
nochmals mit wenig Ather amorphes Material gefillt und abgetrennt. Die Losung wurde im
Wasserbad auf ca. 45° erwirmt, mit Ather tropfenweise bis zur Triibung versetzt, diese durch
kurzes Verjagen von Ather eben beseitigt und nun die klare Losung abgekihlt. Beim An-
impfen mit synthet. L-y-Hydroxy-isoleucinlacton-hydrochlorid trat Kristallisation ein. Nach
12stdg. Aufbewahren im Kiihlschrank wurde abgesaugt und mit wenig Ather gewaschen:
5 mg Kristalle vom Schmp. 213 —215°. Die Substanz war im Elektropherogramm und im
Diinnschichtchromatogramm einheitlich (mit Ninhydrin rétliche Farbe); massenspektro-
metrische Analyse bei Lit. 8.
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