Die Sequenzen des membranmodifizierenden Peptid-
Antibioticums Trichotoxin A-40

Von Hans Briickner, Wilfried A. Konig, Michael Greiner und
Giinther Jungl")

Die amphiphilen Polypeptid-Antibiotica Alamethicin''}, Su-
zukacillin®™! und Trichotoxin'®! konnen in Lipid-Membranen
einen fluktuierenden, spannungsabhingigen Ionenflu mit Ak-
tionspotentialen erzeugen und interessieren deswegen als Mo-
dellsysteme fiir die Nervenleitung. Die durch Aggregation die-
ser Peptide gebildeten Poren, die verschiedene Leitfihigkeits-
zustinde annehmen konnen, sind zum Studium der Mechanis-
men von Durchtrittsphiinomenen besonders geeignet.

Sequenzierungsversuche an Alamethicin™! und Suzukacil-
lin'3'waren durch den hohen Gehalt an a-Aminoisobuttersidu-
re (Aib), durch die Acetylierung der N-Termini und das Vorlie-
gen von Aminoalkoholen an den C-Termini besonders er-
schwert.

Sehr reines Trichotoxin erhielten wir durch Extraktion des
lyophilisierten Pilzmycels von Trichoderma viride NRRL 5242
mit Dichlormethan, Chromatographiec an Sephadex LH-20
mit Methanol sowie Trennung von Trichotoxin A-40'°! und
A-50 durch mutliplikative Gegenstromverteilung mit 2-
Butanol/0.015M Ammoniumacetatlésung (pH=8.9) (siche
Abb. 1)!7], Als zusitzliche, frither nicht beschriebene Kompo-
nenten fanden wir in Trichotoxin A-40 und A-50 Isovalin
(Ival) und Valinol. Die L-Konfiguration der Aminoséduren
sowie des Aminoalkohols wurde durch Gaschromatographie
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an chiraler Phase und durch Diastereomerentrennung!®! er-
mittelt (Ival als (— )-Enantiomer, d. h. D-Ivall8®),

Friihere Sequenzierungen an Alamethicin sowie eigene Be-
obachtungen an Suzukacillin deuteten auf eine bemerkenswer-
te Labilitit der durch die Carboxygruppe von a-Aminoisobut-
tersdure gekniipften Peptidbindung gegeniiber wiBriger Salz-
sdure. Bei systematischen Versuchen erwies sich wasserfreie
Trifluoressigsdure bei Raumtemperatur als selektives und
schonendes Spaltungsreagens. Auch in Antiamoebin und Ala-
methicin wurde die Aib-Pro-Bindung durch Trifluoressigsdure
zerlegt™l.

Mit Trifluoressigsdure konnten wir Trichotoxin A-40 in
nur 3 h bei 37°C bevorzugt in ein N-acetyliertes Dodecapeptid
(Peptide 1, IT, III mit Gly/Ala- und Ala/Aib-Austausch) sowie
ein C-terminales, mit Prolin beginnendes und den Aminoalko-
hol Valinol enthaltendes Hexapeptid (Peptide IV 4V mit Aib/
Ival-Austausch) zerlegen (Abb. 1). Weitergehende Acidolyse
des Dodecapeptids ergab Ac-Aib-OH und ein Undecapeptid
mit freier Aminogruppe. Bei 19h Einwirkung von Trifluores-
sigsdure wurde aus dem Undecapeptid C-terminal das Tripep-
tid Ala-Aib-Aib freigesetzt. Diese Acidolyse konnte an Modell-
peptiden nachvollzogen werden. So wurden z. B. Ac-Aib-Pro-
NH; in 15min, Ac-Aib-Gly-OH und Ac-Aib-Ala-OH in 3h
zu etwa 50% gespalten; im Gegensatz dazu wird Ac-Ala-Aib-
OMe selbst in 6 h nur spurenweise angegriffen.

Das verwendete Trichotoxin A-40 schien in zehn DC-Syste-
men vollig einheitlich zu sein; ferner zeigte es weitgehend ganz-
zahlige Aminosiureverhiltnisse. Aus dem diinnschichtchro-
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Abb. 1. Spaltung und Sequenzierung von Trichotoxin A-40. A, B, C: Multiplikative Gegenstromverteilung. A: in 2-Butanol/0.015M Ammonium-

acetat (pH=28.9) 1:1 (v/v); B: in 2-Butanol/Essigester/Methanol/0.3 % Ammoniumac
(PH=4.6)2:4.5:5; K = Verteilungskoeffizient. D: Kieselgel-Sdulenchromatographie in
quenz nach Abspaltung von Ac-Aib-OH mit Trifluoressigsdure durch Edman-Abbau a

etat 3:5:2:3; C: in n-Butanol/Essigester/Ammeniumacetat
Chloroform/Methanol/Wasser;Eisessig 65:25:4:3. — [a] Se-
n fester Phase (E. Wachiter et al) bestitigt; {b] Sequenz nach

selektiver Abspaltung von Valinol mit Dioxan/6 N HCl 43h/37°C) durch Edman-Abbau an fester Phase bestitigt. Reihenfolge der Spaltung

(Pfeile): 12-13>1--2>9-10,
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matographischen Verhalten seiner Spaltprodukte ergab sich
jedoch, daB insgesamt drei sequenzanaloge, N-acetylierte Do-
decapeptide (I, IL, ITT) und zwei jeweils mit Prolin beginnende
Hexapeptide (IV, V) vorliegen. Diese funf Peptide konnten
durch Kieselgel-Sidulenchromatographie sowie multiplikative
Gegenstromverteilung angereichert bzw. getrennt werden.
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Die Sequenzen der Peptide (Abb. 1) wurden durch GC/MS-
Analysen der trifluoracetylierten und veresterten Partialhydro-
lysate bestimmt. Das Molekulargewicht der Hexapeptide
wurde auch durch Felddesorptions-Massenspektrometrie er-
mittelt. Die a-Verkniipfung des Valinols konnte durch Ver-
gleich der massenspektrometrischen Fragmentierungsmuster
mit denjenigen von synthetischem L-Gln-Valinol und L-Glu-
(Valinol)NH, gezeigt werden, wobei eine auBergewdhaliche,
quantitativ verlaufende o/y-Transpeptidierung beobachtet
wurde.

Mit den verwendeten Methoden gelang es auch, ausreichen-
de Mengen definierter Partialsequenzen fiir '*C-NMR-Unter-
suchungen und Aktivitdtsstudien zu gewinnen. Nach CD-Mes-
sungen befindet sich der helicale Anteil des Trichotoxins,
dhnlich wie bei Alamethicin'®), im N-terminalen Dodecapep-
tid. — Die Reinigungs-, Spaltungs- und Sequenzierungsmetho-
den sind auf alle Aib-haltigen Peptid-Antibiotica (Alamethici-
ne, Suzukacilline u.a.) anwendbar.
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Titanocen-dichlorid - das erste Metallocen mit
cancerostatischer Wirksamkeit!™"!
Von Hartmut Képf und Petra Kopf-Maier'™
Dichlorobis(n’-cyclopentadienyltitan(1v) (Titanocen-
dichlorid) (7}, seit 25 Jahren bekannt!", blieb hinsichtlich
seiner cytostatischen Wirksamkeit unerforscht. Eine solche
hielten wir fiir moglich, da (1) wie das prominente Antitu-
mor-Agens'® cis-Diammindichloroplatin(ur) (2} eine cis-
Dichlorometall-Gruppierung im Neutralkomplex enthilt.

C < cl HN_ . Cl

Ti L Pt
; "~a HN" Tl
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Weitere chemische Analogien zwischen (7) und (2} bestehen
z. B. in der Fihigkeit zur hydrolytischen Dimerisierung iiber
Oxo0- oder Hydroxo-Briicken™ und in der selektiv zu den
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Pentasulfid-Chelaten (CsH;),TiS;1 bzw. (NH,),[Pt(S;):]"®
fiihrenden Reaktion mit wiirigem Ammoniumpolysulfid.

Zur Priffung der Antitumor-Aktivitit von (1) implantier-
ten wir in bisher fiinf Versuchsreihen weiblichen CF,-Miu-
sen je etwa 6 - 10° Ehrlich-Ascites-Tumorzellen!” durch intra-
peritoneale (i.p.) Injektion und applizierten gleichfalls i.p. 24
h post transplantationem (p.t.) verschiedene Mengen (1)
oder (2) in 0.4 ml Flissigkeit (Dimethylsulfoxid und physio-
logische Kochsalz-Losung 1: 9 (v/v)).

In einem reprisentativen Versuch wurden 84 Miuse in
Gruppen zu sechs Tieren zusammengefa3t und mit (fj in
Dosen zwischen 10 und 140 mg/kg behandelt. Abbildung 1
zeigt die Zahl der Tumortodesfille und der Toxizitdtstodes-
fille sowie den Anteil an iiberlebenden, offensichtlich ge-
heilten Tieren bis zum 30. Tag p.t. Zwolf Tiere dienten als
unbehandelte Kontrollen (0.4 ml DPMSO-NaCl-Lésung; Exi-
tus infolge Tumorwachstums im Mittel 14.25 Tage p.t.). Als
Positivkontrolle fithrten wir weitere sechs Tiere mit (10 mg/
kg (2); keine makroskopisch erkennbare Tumorentwicklung
bis zum 30. Tag p.t.).
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Abb. 1. Uberlebensquote von Miusen am 30. Tag nach Tumortransplantation
und 29. Tag nach Behandlung mit den auf der Abszisse angegebenen Dosen von
(1). Tumortodesfille ohne Anzeichen von Substanztoxizitit. B& loxizi-
titstodestille (Todesfille innerhalb von 8 Tagen p.t. ohne makroskopisch sicht-
bare Tumorentwicklung). 1 Uberlebende Tiere am 30. Tag p.t. (therapeuti-
scher Bereich).

Aus anderen Versuchsreihen sind mit (1 ) behandelte Miuse
inzwischen zehn Wochen ohne Anzeichen einer Tumorent-
wicklung am Leben.

Nach diesen Ergebnissen ist (1) ein wirksames Antitumor-
Agens mit einer Heilungsquote im therapeutischen Bereich
von iiber 80%. (1) ist zugleich der erste Titan-Komplex und
das erste Metallocen-Derivat mit cytostatischen Eigenschaf-
ten — voraussichtlich ohne die bei (2) beobachtete Schwerme-
talltoxizitit.
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