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Uber die Inhaltsstoffe des griinen Knollenblitterpilzes, LXIV
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Der Tosyloxyrest des durch Tosylierung der priméaren Alkoholfunktion der y,5-Dihydroxyleucin-
seitenkette (Aminosiure 7) des Phalloidins (1a) erhaltenen OP-Tosylphalloidins (1b) wird durch
Ammoniak, Anilin, p-Hexyloxyanilin und 4’-Aminofluorescein ersetzt. §-Aminophalloin (1¢)
dient als Ausgangssubstanz fiir 12 weitere Aminoderivate 1h — q sowie die Bis(phallotoxine) 2a,b.
Die fluoreszierenden Phalloidinderivate 1p, q sind zur spezifischen Anfarbung von F-Aktin sehr
gut geeignet. Toxizitaten und Rg-Werte der Aminoderivate werden in Tab. 1 angegeben.

Components of the Green Deathcap Mushroom (Amanita phalloides), LXIV. — §-Aminophalloin,
a 7-Analogue of Phalloidin, and Some Biochemically Useful, Including Fluorescent Derivatives

The tosyloxy group of 0®’-tosylphalloidin (1b) obtained by tosylation of the primary alcohol
function of the v,8-dihydroxyleucine side chain (amino acid no. 7) of phalloidin (1a) is replaced
by ammonia, aniline, p-hexyloxyaniline, or 4’-aminofluorescein. From &8-aminophalloin (1¢)
12 new derivatives [Lh—q and the bis(phallotoxins) 2a,b] are prepared. The fluorescent
phalloidins 1p, q are valuable stains for visualization of F-actin. Toxicities and R values of the
phallotoxin derivatives are indicated in Table 1.

Um das Molekiil des Phalloidins (1a) mit einer Aminofunktion zu versehen, die fiir
die Ankniipfung von Reporter-, Haft- und anderen Gruppen geeignet ist, wurde kiirz-
lich die Seitenkette des y,5-Hydroxyleucins (Aminosiure 7) iiber ein Keton in ein Ami-
nomethyldithiolan verwandelt®, Zuriickgreifend auf das altbekannte §-Tosylphallo-
idin® (1b) haben wir jetzt in einer einfachen Reaktion, durch Umsetzung mit Ammoniak
in Methanol, [7-(2,5-Diamino-4-hydroxy-4-methylvaleriansiure)]Phalloidin ( = C%’-
Aminophalloin) (1¢) hergestellt. Da sich diese Verbindung formal duch Substitution ei-
nes Wasserstoffatoms der Methylgruppe ( = C?%’) des Phalloins (1d) herleitet, nennen
wir sie 8-Aminophalloin (APHN). Die Substitution des Tosyloxyrests verlauft iiber das
v,8-Epoxid?, das sich zunichst unter Einwirkung der Base durch intramolekulare nu-
cleophile Substitution des 8-Tosylrests durch die y-Hydroxygruppe bildet. Man beob-
achtet diinnschichtchromatographisch zuerst das Auftreten des Epoxids neben unver-
andertem Tosylat und dann das Verschwinden beider zugunsten der Bildung der Ami-
noverbindung im Verlauf einiger Stunden bei Raumtemperatur. Wird die Substitution
des Tosyloxyrests mit Anilin vorgenommen, so erhilt man die entsprechende Pheny!-
aminoverbindung le, mit p-Hexyloxyanilin den lipophilen Hexylether 1f und mit
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1534 Th. Wieland, M. Hollosi und M. Nassal

4-Aminofluorescein das Fluoresceinylaminoderivat 1g, das sehr gut zur fluoreszenzmi-
kroskopischen Sichtbarmachung von F-Aktin verwendet werden kann (analog Lit, ¥).

PH
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CH;
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a| OH (Phalloidin) j | NHCO—[CH,}4~CO;—~CgH,~NO,-(4)
b| OTos Kk | NHCO—[CH,),~CONH~[CH,},~O~[CH,];~NH,
¢ | NH, 1 { NHCO—[CH,l;~CO,CH;,
d| H (Phalloin) m | NH-DCHOL
e ! NHPh n | NHCO-[CH,l,~NHBoc
f| NHCgH4~O—[CH,ls—CH;, 0 | NHCO-[CH,),~CONH-CgH4~C (N,)CF3-(4)
g | NHFL p | NH-CS-NHFL
h: NHAc q, ¢! NH-CS-NHRH
i | NHCOCH,I i
F1. = Fluoresceinyl
RH = Rhodaminyl
DCHOL = 3,12-Dihydroxy-24-oxocholan-24-yl
2a: X = -NHCO—[CH,];~CONH—
2b: X = -NHCO~[CH,},~CONH—-[CH,);~O—[CH,],~NHCO-[CH,],~CONH~-

8-Aminophalloin (1¢) diente zur Herstellung weiterer Derivate. Kurze Behandlung
mit Acetanhydrid liefert die N-Acetylverbindung 1h. Mit Iodessigsidure-N-hydroxy-
succinimidester kann 1c¢ zur lodacetylverbindung 1i acyliert werden, die zur Affini-
tatsmarkierung Phallotoxin-bindender Proteine geeignet ist.

Zur Synthese des Doppelmolekiils 2a wurde 1c¢ in erster Stufe mit dem Bis(p-
nitrophenylester) der Adipinsdure zur Acylverbindung 1j umgesetzt. Dieser p-Nitro-
phenylester reagierte mit einem zweiten Molekiil 1¢ zum Bis(phallotoxin) 2a. Der Ver-
lauf der Reaktion 148t sich diinnschichtchromatographisch gut verfolgen: der p-Nitro-
phenylester 1j, dessen Flecken in Ammoniakatmosphdre durch p-Nitrophenol gelb
wird, verschwindet im Laufe der Zeit, wobei sich 2a bildet. Beide Substanzen ergeben
wie alle beschriebenen Phalloinderivate mit Zimtaldehyd in Chlorwasserstoffatmo-
sphire eine typische blaue Farbe. Die Identitdt von 2a wird dadurch bewiesen, daf es
sich auch aus 1 mol Adipinséduredichlorid und 2 mol 1¢ oder — im gleichen Verhéltnis —
aus Adipinsdure mit 1c¢ nach der MA-Methode bildet. Zudem 146t sich massenspektro-
skopisch (,,Fast Atom Bombardement*) der Peak M® + H (m/z = 1685) nachweisen.
Eine Verldngerung der Seitenkette von 1j zur Aminoverbindung 1k wurde mit 2,2’-
Diaminodiethylether erreicht. Die so erhaltene langkettige Verbindung 1k ergab bei
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Uber die Inhaltsstoffe des griinen Knollenblatterpilzes, LXI 1535

neuerlicher Reaktion mit 1j das Bis(phallotoxin) 2b. Mit dem Monomethylester der
Adipinsdure wurde 1c¢ nach der MA-Methode zum Methylesterderivat 11 verkniipft.
Aus physiologisch-chemischem Interesse steliten wir auch das Konjugat 1m von 1¢ mit
Desoxycholsdure her.

FoC N 0 FoC

[ 1l 1,
HO,C Oc\ I HO,C—C HZ—CHz—NH—C—Q—C\ [
N N

3 4

Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit war es, ein radioaktives toxisches Derivat des Phal-
loidins zu erhalten, das durch eine empfindliche photolabile Gruppe eine kovalente
Bindung an mégliche Phaliotoxin-bindende Stellen der dufleren Membran von Gewebs-
zellen schaffen solite. Hierzu wurde — nicht radioaktives — 1¢ mit Boc-p-Alanin zum
Amid In verkniipft. Nach Abspaltung des Boc-Rests wurde mit 4-(1-Azi-2,2,2-trifluor-
ethyl)benzoesdure® (3) zu 1o kondensiert. Dasselbe Phalloinderivat lieB sich auch
durch Acylierung des Amins 1¢ mit dem Amid 4 aus 3 und pB-Alanin erhalten.

SchlieBlich haben wir die Aminogruppe in 1¢ auch dazu benutzt, fluoreszierende Phallo-
toxinderivate herzustellen. Durch Reaktion mit Fluorescein-isothiocyanat (FITC) er-
hielt man diinnschichtchromatographisch homogenes, fluoreszierendes Phallotoxin 1p
mit hoher Affinitat zu F-Aktin. Mit Tetramethyirhodamin-isothiocyanat stellten wir

Tab. 1. Re-Werte in der Diinnschichtchromatographie und Toxizit4ten der 8-Aminophalloinderivate

Nr Rg in Losungsmitte] 2 LDs,

) 11 Ii1 (mg/kg, weifle Maus)
1b 0.60 0.77 0.47
1¢ 0.07 0.05 0.13 0.42® =20
le 0.41
1f 0.66 0.90 0.46 unloslich
1g 0.50b)
1h 0.40 0.44 0.25 =5
1i 0.43 0.48 0.28
1j 0.60 0.78 0.41 5
1k 0.10 0.03 0.03
11 0.55 0.58 0.36 <5
Im 0.58 011 0.39 untoxisch bis 5
1n 0.60
lo 0.61 0.70 0.35 <5
1p 0.48  0.80

, 0.49

lq, q { 0.45 untoxisch bis §
2a 0.20 0.12 0.12 untoxisch bis §
2b 0.18 0.06 0.07

@ [ = Chloroform/Methanol/Wasser (65:25:4), Il = Ethylacetat/Methanol/Wasser (5:2:1),
11 = 2-Butanol/Ethylacetat/Wasser (14:12:5). — Y In Ethylacetat/Pyridin/Eisessig/ Wasser
(10:5:1:3).
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aus 1c¢ ein Gemisch aus etwa zwei gleichen Teilen stark rot fluoreszierender ,,RH-Phallo-
toxine* (1q, 1q') her, die sich im Dinnschichtchromatogramm voneinander trennten.
Mit den Eluaten aus den getrennten Flecken konnte festgestellt werden, daf beide
gleich gut von F-Aktin gebunden werden. Deshalb erschien eine praparative Trennung
fir histologische Zwecke nicht notig. Ihre Existenz verdanken die beiden Produkte
der Uneinheitlichkeit des verwendeten Rhodamin-isothiocyanats (offenbar liegen
Stellungsisomere vor). Die R-Werte in verschiedenen Losungsmitteln und die Toxizi-
tatswerte (tddliche Dosis fiir 50% der Versuchstiere. LDy, in mg pro kg Korpergewicht,
weifle Maus) sind in Tab. 1 angegeben. Die Aminoverbindung 1c¢ ist weniger giftig als
die getesteten N-Acylverbindungen 1b, 1j, 1h und 1e. Die letztere, die den lichtemp-
findlichen Rest der Verbindung 3 tréagt, erfiillt mit ihrer Toxizitdt von LD, < 5 mg die
Anforderungen an eine Markierungssubstanz fiir Phallotoxin-bindende Strukturen.
Das Doppelphallotoxin 2a ist mit 5 mg/kg nicht toxisch. Unter der Annahme, daf} es
einen Membran-Carrier besetzen, aber nicht in die Leberzelle transportiert werden
kann, wurde auf mogliche antitoxische Wirkung gegen Phalloidin gepriift, wobei je-
doch keine Schutzwirkung festgestellt werden konnte.

Fraulein T. Miura danken wir fiir experimentelle Mitarbeit, Frau A. Schmitz, Ingelheim, und
Herrn Dr. B. Agostini fiir Ausfithrung von Toxizitdtsbestimmungen, Herrn Prof. Dr. W. Konig,
Hamburg, fiir das FAB-Massenspektrum sowie der Deutschen Forschungsgemeinschaft fir die
Gewidhrung einer Sachbeihilfe.

Experimenteller Teil

Abkiirzungen: DC = Diinnschichtchromatographie, DMF = Dimethylformamid, MA-Methode =
»Mixed-Anhydride“-Methode, PHD = Phalloidin, PHN = Phalloin, TEA = Triethylamin,
TFE = Trifluoressigsdure, THF = Tetrahydrofuran.

Die im folgenden beschriebenen Substanzen wurden durch Diinnschichtchromatographie auf
Kieselgel 60 (Merck) charakterisiert. Die verwendeten Losungsmittel sind in Tab. 1 angegeben.
Nachweis des Tryptathioninteils im Phallotoxin: Besprithen mit methanolischer Zimtaldehydlo-
sung und Behandeln mit HCl-Gas; Nachweis primirer Aminoverbindungen: Besprithen mit Nin-
hydrinlosung. Die Rg-Werte der einzelnen Substanzen sind Tab. 1 zu entnehmen. Die Isolierung
und Reinigung samtlicher Substanzen erfolgte durch Chromatographie an Kieselgel 60 (Merck)
oder an Sephadex LH-20 (Detektion UV-absorbierender Substanzen mit einem Uvicord-II-Gerit,
Fa. LKB, Stockholm).

0°%7-Tosylphalloidin (1b): 500 mg (0.634 mmol) PHD werden in 12 ml trockenem Pyridin ge-
lost und bei 0°C mit 1.0 g (5.26 mmol) Toluolsulfonylchlorid versetzt. Es wird 5 h bei Raum-
temp. geriithrt (DC-Kontrolle, Laufmitel 1), Nach dem Einengen i. Vak. wird zweimal an Kiesei-
gel 60 mit Laufmitttel I sowie an Sephadex LH-20 mit CH;OH als Laufmittel chromatographiert.
Dabei werden iiberschiissiges Toluolsulfonyichlorid und in geringer Menge entstandene, mehr-
fach tosylierte PHD-Analoge mit hoherem Rp-Wert abgetrennt; Ausb. 420 mg (70%).

[7-(2,5-Diamino-4-hydroxy-4-methylvaleriansiure)]Phalloidin (8-Aminophalloin, 1¢): 100 mg
(0.106 mmol) 1b werden bei Raumtemp. mit 2 ml 2.5 N NH; in CH;OH versetzt und ca. 4 -6 h ge-
riihrt, bis kein 1b oder y,8-Epoxid mehr nachzuweisen ist (DC-Kontrolle in Laufmittel I, Re-Wert
des Epoxids etwas kleiner als der von 1b). Die Lésung wird i. Vak. eingeengt und an Sephadex
L. H-20/CH;OH chromatographiert. Das so erhaltene, DC-einheitliche Produkt ergibt mit Nin-
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hydrin eine rotviolette, mit Zimtaldehyd/HCI die bekannte blaue Farbung und wird damit sowie
durch Kathodenwanderung bei der Hochspannungspapierelektrophorese (pH = 6.5) als
8-Aminophalloin identifiziert; Ausb. 49 mg (59%).

Le-(p-Toluolsulfonat): C,yHs;NgO;3S,+ 1.5 HO (987.1) Ber. C51.10 H6.13 N 12.77 $6.50
Gef. C51.05 H 6.45 N 12.34 S6.72

N‘s-Phenyl-&-aminophalloin (1e): 14.2 mg (15.06 pmol) 1b werden in 200 i CH,OH gelost und
nach der Zugabe von 103 mg (1.1 mmol) Anilin und 100 p! TEA 4 h bei 60°C, dann ca. 12 h bei
Raumtemp. geriihrt. Die Aufarbeitung erfolgt durch Chromatographie an Sephadex LH-20 mit
10proz. Essigsaure in Wasser; Ausb. 11 mg (85%).

NO_(4-Hexyloxyphenyl)-5-aminophalloin (11): Zur Lésung von 18 mg (22.8 pmol) 1b in 3 mi
CH,O0H werden 180 mg (40.8 Aquivalente) 4-Hexyloxyanilin und 6 ul TEA gegeben. Der Ansatz
wird 16 h bei Raumtemp. belassen. Diinnschichtchromatographisch (Laufmittel I) 14Bt sich neben
iiberschiissigem 4-Hexyloxyanilin (Rg = 0.95), das mit Zimtaldehyd/HCl intensiv gelb wird, nur
eine neues, im Vergleich zu 1b lipophileres Produkt nachweisen, das sich nach dem Einengen des
Reaktionsgemisches i. Vak. durch doppelte Chromatographie an Sephadex LH-20/CH;OH DC-
einheitlich erhalten 146t; Ausb. 17 mg (77%).

NP-(4-Fluoresceinyl)-3-aminophalloin (1 g): 3.7 mg (3.9 pmol) (1b) werden in 200 pl CH;0H
und 100 pl TEA gelost und mit 200 mg (57.6 umol) Fluoresceinamin (Fa. Fluka) 3 h bei 60°C,
dann ca. 12 h bei Raumtemp. stehengelassen. Dann ist laut DC (Laufmittel ) 1b verschwunden.
Der fluoreszierende, sich mit Zimtaldehyd/HCI griin firbende Fleck besteht aus 1g. Die mit
CH;OH daraus eluierte Substanz wird von F-Aktinfilamenten fest gebunden.

N‘S-Acetyl-d-aminophalloin (1h): Zur Losung von 20 mg (25.4 pmol) 1¢ in 1 ml trockenem Py-
ridin werden 2.6 mg (1 Aquivalent) Acetanhydrid hinzugefiigt. Nach 1stdg. Riihrenlassen bei
Raumtemp. wird an Sephadex LH-20/CH;0H chromatographiert; Ausb. 20 mg (95%).

NS-Todacetyl-6-aminophalloin (1i); 20 mg (25.4 pmol) 1¢ werden in 1 ml absol. CH;OH gelost
und mit 7 ul TEA sowie 36 mg (5 Aquivalente) lodessigsdure-N-hydroxysuccinimidester® ver-
setzt. Nach 6 h bei Raumtemp. ist die Umsetzung vollstandig (DC-Kontrolle in Laufmittel I). Das
Reaktionsgemisch wird direkt an Sephadex LH-20/CH,OH chromatographiert; Ausb. 19 mg
(78%:).

NO-(5-[(4-Nitrophenyl)oxycarbonyljpentanoyl -6-aminophalloin (1j): Die Losung von 50 mg
(63.5 umol) 1¢ in 2 ml DMF wird mit 124 mg (317.5 pmol) Adipidinsdure-bis(4-nitrophenylester)
sowie 10 pl TEA versetzt und 16 h bei Raumtemp. gerithrt. Dinnschichtchromatographisch ist
neben 4-Nitrophenol und nicht umgesetztem Adipinsiure-bis(4-nitrophenylester) eine weitere
Verbindung nachzuweisen {Rg(l) = 0.60], die mit Ammoniakdampfen eine Gelbfarbung (durch
4-Nitrophenol) ergibt, jedoch als einzige auch mit Zimtaldehyd/HCI zur typischen Blaufirbung
der Phallotoxine fithrt. Nach dem Einengen des Reaktionsgemisches wird iiber Sephadex LH-20/
CH,OH chromatographiert; Ausb. 48 mg (73%).

N"-(5-[2-(2-Aminoethoxy)ethyl]aminocarbonylpentanoyl)-J-aminophalloin (1k): Zu 15 mg
(14.5 pmol) 1j, gelost in 1 ml DMF, gibt man eine Losung von 4.5 mg (43.5 pmol) Bis(2-
aminoethyl)ether — hergestellt durch Ausethern einer alkalisch gemachten wiBrigen Losung des
Dihydrochlorids - in 500 ul THF und rithrt 16 h bei Raumtemp. Danach wird an Sephadex
LH-20/CH;0H chromatographiert. Die gewiinschte Aminoverbindung gibt sich bei der DC
durch violettrote Farbung mit Ninhydrin und blaue Firbung mit Zimtaldehyd/HCl zu erkennen.
Daneben wird in geringer Menge ein Produkt erhalten, das mit dem unten beschriebenen Dimeren
2a itbereinstimmt; Ausb. 11 mg (74%).
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N"-[5-(Methoxycarbonyl)pentanoyl]—é-aminophalloin (1l): 4 mg (25.0 umol) Adipinsdure-
monomethylester werden in 1 ml THF gel6st, mit 3.5 pl TEA neutralisiert und bei ~15°C 8 min
mit 3 pl ( 23.0 pumol) Chlorameisensidure-isobutylester geriihrt. Dazu gibt man eine Lésung von
10 mg (12.7 umol) 1c in 300 ul DMF. AnschlieBend wird die Kithlung entfernt. Bereits nach
15 min ist 1¢ vollstandig umgesetzt (DC-Kontrolle). Chromatographie an Kieselgel 60 mit Lauf-
mittel I sowie an Sephadex LH-20/CH;O0H fiihrt zu einheitlichem 11; Ausb. 8 mg (68%).

N"-DesoxychoIylﬁ-aminophalloin (1m): Die Losung von 15.8 mg (38.1 umol) Natrium-desoxy-
cholat in 1 ml THF wird mit 4.6 u1(35.0 pmol) Chlorameisensdure-isobutylester bei —15°C 8 min
gerithrt. Anschlieend gibt man eine Lésung von 15 mg (19.05 pmol) 1¢ in 500 ul DMF zu, ent-
fernt die Kithlung und rithrt 2 h bei Raumtemp. Durch zweimalige Chromatographie an Sephadex
LH-20/CH;0H wird 1m DC-einheitlich erhalten; Ausb. 16 mg (72%).

N"-(Boc-ﬂ-AIanyl)—é-aminaphalloin (In): 20 mg (25.4 umol) 1c¢ werden in 500 ut DMF ge-
16st und mit 10 ul TEA sowie einer Lésung von 36.4 mg (5 Aquivalente) Boc-B-Alanin-N-hydroxy-
succinimidester in 500 pul THF versetzt. Nach 16stdg. Riihrenlassen bei Raumtemp. ist laut DC
(Laufmittel I) kein 1¢ mehr nachzuweisen, dafiir neben Boc-B-Ala-OSu (Rg = 0.90) ein weiteres
Produkt (Rg = 0.6), das nach einigen min bei 110°C mit Ninhydrin eine rotviolette Farbung er-
gibt, jedoch als einziges mit Zimtaldehyd/HC]I zur charakteristischen Blaufiarbung der Phalloto-
xine fithrt. Der Ansatz wird i. Vak. eingeengt und an Sephadex LH-20/CH3;OH chromatogra-
phiert; Ausb. 20.3 mg (83%).

Né—(4-[(1 -Azi-2,2,2-trifluorethyl)benzoyl]-B-alanyly -6-aminophalloin (10): a) 15 mg (15.6
umol) In werden zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppe 10 min bei Raumtemp. mit 500 pl TFE/
CH,C}, (1:1) behandelt. Die DC zeigt anstelle von 1n ein neues Produkt mit Rp = 0.10 in Lauf-
mittel I . Der Ansatz wird dreimal mit je 5 ml Toluol i. Vak. eingeengt, der Riickstand in 1 ml ab-
sol. CH;OH aufgenommen und der pH-Wert mit TEA auf 7.5 gebracht (Tiupfelreaktion auf an-
gefeuchtetem Indikatorpapier). Dann werden 25.5 mg (5 Aquivalente) 4-(1-Azi-2,2,2-trifluor-
ethyhbenzoesiure-N-hydroxysuccinimidester® hinzugefiigt. Der Ansatz wird ca. 12 h geriihrt,
dann an Sephadex LH-20/CH;OH chromatographiert; Ausb. 12.5 mg (80%).

b) 5.7 mg (19.05 umol) des §-Alaninkonjugats 4 (nachfolgende Vorschrift) werden in 200 pl THF
gelost, mit 2.7 ul TEA neutralisiert und mit 2.4 ul (18.0 umol) Chlorameisensidure-isobutylester
8 min bei — 15°C geriihrt. Dazu gibt man eine Lésung von 10 mg (12.7 umol) ¢ in 200 ul DMF,
entfernt die Kithlung und rihrt noch 2 h bei Raumtemp. Nach dem Einengen i. Vak. wird das
Reaktionsgemisch an Sephadex LH-20/CH,OH chromatographiert; Ausb. 10 mg (79%).

Die nach a) und b) gewonnenen Verbindungen lassen sich diinnschichtchromatographisch sowie
in ihren UV/VIS-Spektren nicht unterscheiden. Mit den bekannten Extinktionskoeffizienten fiir
PHD bei 280 nm (¢ = 10800) und 4 bei 280 (¢ = 1500) und 350 nm (¢ = 420) 148t sich zeigen,
daf} in beiden Verbindungen der Phalloidin- und der Diazirin-Chromophor im Verhaltnis 1:1
vorliegen.

N-[4-(1-Azi-2,2,2-trifluorethyl)benzoyl]-B-alanin (4): 9 mg (100 pmol) B-Alanin werden in
100 pl 1 N NaOH gelost und mit einer Losung von 34 mg (104 umol) des N-Hydroxysuccinimid-
esters von'3 in 400 ul CH;OH 8 h bei Raumtemp. gerithrt. Das Reaktionsgemisch wird an Kiesel-
gel 60 mit CHCl3/CH,;OH/AcOH (95:5:3) getrennt (N-Hydroxysuccinimidester von 3: Ry =
0.90; 4: Re = 0.28; N-Hydroxysuccinimid: Rg = 0.10). Beim Eindampfen einer methanolischen
Losung fallt die Verbindung als farblose Nidelchen an; Ausb. 24 mg (80%); Schmp. 124°C, -
'H-NMR ([Dg]Aceton): § = 8.00 und 7.34 (je 2H, AA'BB'-System, aromat. H), 3.60 (t, 2H),
2.64 (t, 2H). UV/VIS: k. (€) = 234 (18000), 350 nm (420), langwellige Schulter um 365 nm,
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kurzwellige Schulter um 336 nm. ~ MS: m/z = 273 (M® - N,, 70%), 185 (100%), 184 (25%),
157 (35%).

C13HgF3N;Oy (301.2) Ber. C47.85 H3.35 N13.95 Gef. C48.00 H2.96 N 13.92

C‘”—[N “(4-Fluoresceinyl)thioureidojphalloin (1p): 20 mg (25.4 pmol) 1¢ und 20 mg (51.4 umol)
Fluorescein-isothiocyanat (Fa. Serva) werden in 500 pl absol. CH;OH gelst und mit 10 pl TEA
versetzt. Nach 7stdg. Riihrenlassen bei Raumtemp. ist diinnschichtchromatographisch (Laufmit-
tel 1) kein 1¢ mehr nachzuweisen. Neben nicht umgesetztem Fluorescein-isothiocyanat (Rg =
0.72) sind neue Flecken bei Rg = 0.68, 0.50, 0.38 und 0.31 zu erkennen. Nur die Verbindung mit
Rg = 0.38 ergibt mit Zimtaldehyd/HCI eine griine Farbung (Mischfarbe aus dem Gelb des
Fluorescein- und dem Blau des Phallotoxin-Anteils). Durch Chromatographie an Kieselgel 60 mit
Laufmittel I und Sephadex LH-20/CH;O0H wird 1p rein erhalten; Ausb. 21 mg (75%).

C7_[N“(Tetramethylrhodaminyl)thioureidojphalloin (1q und 1q'); 20 mg (25.4 umol) 1¢ wer-
den in 1 ml CH;0H/C,HsOH (1:1) gelést und mit 20 mg (45.1 umol) Tetramethylrhodamin-
isothiocyanat sowie 10 ul TEA 16 h bei Raumtemp. gerithrt. Dabei bildet sich ein tief rotvioletter
Niederschlag. Dinnschichtchromatographisch lassen sich 2 Hauptprodukte (Rg-Werte in Lauf-
mittel I: 0.49 und 0.54) erkennen, daneben eine Vielzahl weiterer rot fluoreszierender, lipophiler
Verbindungen (abhingig vom eingesetzten Isothiocyanat; am besten bewihrte sich das Produkt
der Fa. Becton und Dickinson, Wieblingen bei Heidelberg). Die Isolierung der beiden Hauptpro-
dukte gelingt durch Chromatographie an Kieselgel 60 mit Laufmittel I (in dem auch der Nieder-
schiag sehr gut Ioslich ist) und nachfolgende Gelfiltration iiber Sephadex LH-20/CH;,OH. Eine
kleine Menge des Gemisches aus 1q und 1q' wurde durch praparative DC getrennt, und beide
Verbindungen wurden einzeln auf ihre Tauglichkeit zur Aktinanfarbung iberpriift. Dabei war
kein Unterschied festzustellen, so daB} auf eine Trennung von 1q und 1q' verzichtet wurde; Ausb.
23 mg (74%).

N‘E,N"'-Adipoylbisfé—aminophalloin] (2a): a) Zur Losung von 10 mg (9.65 umol) 1j und 10 mg
(12.7 pmol) 1¢ in 1 ml DMF werden 5 ul TEA gegeben. Nach 16 h bei Raumtemp. wird das gelbe
Reaktionsgemisch durch Chromatographie an Sephadex LH-20/CH,OH getrennt. Dabei wird
vor nicht umgesetztem 1c ein neues Produkt (Rg in Laufmittel I; 0.20) eluiert, das weder mit
Ammoniakdampfen die bei 1j beschriebene gelbe, noch mit Ninhydrin die rotviolette Firbung
von 1e¢ ergibt, mit Zimtaldehyd/HC]I jedoch die charakteristische blaue Farbreaktion der Phallo-
toxine zeigt; Ausb. 11.5 mg (71%). — Im Massenspektrum (Fast Atom Bombardement, FAB)
tritt sehr deutlich der Peak mit der Masse M + H® = 1685 auf (C;gH,o4N;50,,5,, ber. 1685.9).

b) 15 mg (19.05 pmol) 1¢ und 3.7 mg (9.5 pmol) Adipinsdure-bis(4-nitrophenylester) werden in
200 p! DMF und 200 ul THF gelost, die Lésung wird nach Zugabe von 5 pl TEA 16 h bei Raum-
temp. geriihrt. Danach enthilt das Reaktionsgemisch neben 1j ein diinnschichtchromatogra-
phisch mit dem unter a) beschriebenen Dimeren 2 a iibereinstimmendes Produkt, das durch Gelfil-
tration iiber Sephadex LH-20/CH;OH rein erhalten wird; Ausb. 7.9 mg (49%).

¢) Zur Losung von 10 mg (12.7 umol) 1¢ in 1 ml trockenem Pyridin gibt man bei 0°C 1.16 mg
(6.35 umol) Adipinsduredichlorid, gel8st in 200 ul THF. Nach 5 h wird der Ansatz i. Vak. ein-
geengt und iiber LH-20/CH;0H chromatographiert, wobei man dasselbe Produkt wie unter a)
und b) beschrieben erhilt; Ausb. 5 mg (47%).

d) Die Losung von 0.925 mg (6.35 umol) Adipinsdure und 1.4 pl(12.7 pmol) N-Methylmorpholin
in 200 pl THF wird bei —15°C mit 1.65 pl (12.7 pmol) Chlorameisensiure-isobutylester versetzt
und 8 min bei dieser Temp. geriihrt. Dazu gibt man eine Ldsung von 10 mg (12.7 pmol) 1¢ in
200 ul DMF, entfernt die Kithlung und 148t noch 3 h rithren. Das Reaktionsgemisch wird durch
Gelfiltration iiber Sephadex LH-20/CH;0H getrennt. Auch hier wird zuerst eine Verbindung
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eluiert, die mit den nach den Methoden a), b) und c) erhaltenen Produkten laut DC identisch ist;
Ausb. 6.2 mg (58%).

N‘S,N‘s'-[Oxydiethylendiiminobis(adipoyl)]bis(é-aminophalloin) (2b): Zur Losung von 10 mg
(9.8 pmol) 1k in 1 ml Methanol gibt man 10 mg (9.7 ymol) 1j sowie 3 ul TEA und rithrt ca. 12 h
bei Raumtemp. Anschlieend wird das Reaktionsgemisch an Sephadex LH-20/CH;OH chroma-
tographiert, Dabei wird zuerst das Dimere eluiert (nach DC identisch mit dem bei der Synthese
von 1k beschriebenen Nebenprodukt), es folgen etwas 1k sowie der Methylester 11, der sich durch
Umsetzung des 4-Nitrophenylesters 1§ mit dem als Losungsmittel verwendeten CH;OH gebildet
hat; Ausb, 10.6 mg (57%).

M LX. Mitteilung: Th. Wieland, Ch. Gétzendorfer, J. Dabrowski, W. N. Lipscomb und G. Shoham,
Biochemistry 22, 1264 (1983).

2} Th, Wieland, A. Deboben und H. Faulstich, Liebigs Ann. Chem. 1980, 416.

3 Th. Wieland und D. Rehbinder, Liebigs Ann. Chem. 670, 149 (1963).

4 E. Wulf, A. Deboben, F. A. Bautz, H. Faulstich und Th. Wieland, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 76, 4498 (1979).

5) M. Nassal, Liebigs Ann. Chem. 1983, 1510.

6) M. Wilchek und D. Givol, Methods Enzymol. 46, 153 (1977), dort S. 157.
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