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Das durch Perjodatoxydation aus Phalloidin (1a) erhaltliche Ketophalloidin (1e) wird iiber
sein Thioketal 1f mit Raney-Nickel ohne Angriff auf die Thioidther-Briicke des Bicyclus zum
v-Hydroxyl-freien ,,Norphalloin‘“ (1h) reduziert. Norphalloin ist mit LDs¢ = 1.8 mg/kg an
der Maus etwas giftiger als Phalloidin (2 mg/kg).

Phalloidin (1a) und weitere Phallotoxine — Phalloin (1b), Phallacidin (1¢), Phallisin
(1d) — sowie eine Anzahl von Abwandlungsprodukten dieser Phytotoxine?), z. B.
Ketophalloidin (1e) oder sein Dithiolan 1f4), entfalten eine relativ rasch einsetzende,
auf das endoplasmatische Reticulum der Leber gerichtete, zerstorende Wirkung5).
Die LDsg von 1a an der weillen Maus betridgt 2 mg/kg. Als Strukturelemente, die
zur Giftwirkung unerldBlich sind, wurden die Thiodther-Briicke und der Heptapeptid-
Ring ermittelto).

Da alle in der Natur vorkommenden Phallotoxine eine Hydroxyl-Funktion in
y-Stellung der Leucin-Seitenkette haben und auch die wirksamen synthetischen Ab-
wandlungsprodukte analog funktionell substituiert sind, haben wir gepriift, ob auch
dieses Strukturmerkmal fiir die Giftwirkung der Phallotoxine maBgebend ist. In
der Reihe der Amanitine wurde vor kurzem Amanullin entdeckt?), das untoxisch ist,
weil es Isoleucin anstelle von y-Hydroxy-isoleucin enthdlt®). Da der analoge Fall bei
den Phallotoxinen in der Natur offenbar nicht vorkommt, wurde die Deshydroxylie-
rung chemisch vorgenommen.

1 XXX1V. Mitteilung: H. Faulstich, Th. Wieland und Ch. Jochum, Liebigs Ann. Chem. 713,
186 (1968), voranstehend.

2} Dissertation R. Jeck, Univ. Frankfurt a. M. 1967, D 30.

3 Th. Wieland und A. Schopf, Liebigs Ann. Chem. 626, 174 (1959).

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

5) F. Matschinsky, U. Meyer und O. Wieland, Biochem. Z. 333, 48 (1960).

6) Siche z. B. Th. Wieland, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe [Wien] 25, 214 (1967).

7 Th. Wieland und A. Buku, Liebigs Ann. Chem., im Druck (1968).
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Der Ersatz des tert. Hydroxyls in R! von 1b durch Wasserstoff (z. B. durch Reduk-
tion des entspr. Chlorids oder Tosylats) kam nicht in Betracht, da sich das Hydroxyl
wegen der vorherrschenden Tendenz zur Lactonisierung nicht substituieren 148t.
Aussichtsreich erschien es, die y-Ketofunktion im Ketophalloidin (1e), das man
durch Perjodatoxydation aus Phalloidin (1a) erhilt3, schonend zur Methylengruppe
des Desoxy-desmethyl-phalloins (Norphalloin, 1h) zu reduzieren.

Nach Kishner®) liefert die Oxydation monosubstituierter Hydrazine mit K3[Fe(CN)g]
bei Raumtemperatur unter Stickstoff-Abgabe Kohlenwasserstoffe. Wir erhielten zwar aus
n-Octylhydrazin als Modell 909, d. Th. an Octan und aus «-Hydrazino-isocapronsiure 96 %, [so-
capronsiure, doch erwies sich die Darstellung der Hydrazin-Derivate als schwierig. — Die pra-
parative Hydrierung der Hydrazone von Acetophenon oder Cyclohexanon gelang nur mit Di-
boran?. Bei der N-Benzoyl-x-amino-lavulinsdure war schon die Herstellung des Hydrazons
nicht befriedigend.

8 N. Kishner, J. prakt. Chem. {2] 64, 126 (1901).
9 H. G. Brown und G. Zweifel, Qrg. Reactions 13, 31 (1953).
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Dagegen lief sich sogar aus Ketophalloidin (1e) das toxische Tosylhydrazon 1g herstellen.
Am Tosylhydrazon 2 von Acetonyl-acetaminomalonsiure-didthylester als Modell erprobten
wir die von Caglioti und Grasellil® sowie von Djerassi und Mitarbeitern!?) angegebene
Diboran-Reduktion mit anschlieBender Zersetzung des Tosylhydrazin-Derivats in siedendem
Methanol:

CHy-C-CHy-C(COCyHg)y —2% 5 CHy~ CH- CH,~ CH(CO,CyHs),
Tos-HN-N 4 NH-COCH; Tos-HN-HN NH-COCH;
A Hydro-
TR tem” CHa"CHpmCHym QH(CO;CpHg)y ————> CHy~CHp~CH,-CH-COH
» NH-COCH; 3 NH,

Die Ausbeuten an Norvalin (3) aus 2 lagen nur bei wenigen Prozenten. Mit NaBH, in Dioxan
gelang die Reduktion nicht.

Obwohl mit Raney-Nickel in siedendem, wasserhaltigem Methanol der Briicken-
Schwefel von Phalloidin gegen Wasserstoff ausgetauscht werden kann, versuchten
wir auf diesem Weg die beiden S-Afome des Thioketals vom Dithiolan 1f unter Er-
haltung der S-Briicke hydrogenolytisch12) zu entfernen. Nach 1-—2stdg. Erhitzen
von 1f in ca. 80-proz. Methanol und mehrmaliger Chromatographie wurde mit ca.
20-proz. Ausbeute Norphalloin (1h) isoliert. Es zeigt im Papierchromatogramm einen
groBeren Rp-Wert als Phalloidin, gibt wie dieses mit Zimtaldehyd/HCI! eine langsame
Blaureaktion, hat ein identisches UV-Spektrum (A,,,= 291 my, Schulter bei 300 myu)
und zerfdllt bei saurer Hydrolyse in Cystein (Cystin), B-Oxindolyl-(3)-alanin (,,a-
Oxytryptophan*), Alanin, Threonin, allo-Hydroxyprolin und Norvalin.

Da sich 1h als giftig (LDsy = 1.8 mg/kg) an der weilen Maus erwiesen hat, ist die
v-stindige Hydroxylgruppe im Isoleucin-Rest der Phallotoxine kein die Toxizitdt
bedingendes Strukturelement.

R. Jeck dankt fiir die Unterstiitzung durch die Stifrung Volkswagenwerk. Aulerdem haben
wir Frl. A. Scamitz, Ingelheim/Rh., fiir die Toxizitdatspriifungen sehr zu danken.

Beschreibung der Versuche

Die analytischen Methoden sind in den vorhergehenden Mitteilungen! beschrieben. — Die
Schmelzpunkte wurden im Kupferblock bestimmt und sind nicht korrigiert. — Die UV-
Spektren wurden mit dem Beckman-Spektrophotometer DB in Methanol aufgenommen.

Hydrazine durch Reduktion mit Diboran

Diboran® wurde aus Na-borhydrid und Borfluorid-itherat in Didthylenglykoldimethyl-
dther (Diglyme) hergestellt, doch lieB man die Lésung des Atherats (10% UberschuB) zur

10) L. Caglioti und P. Graselli, Chem. and Ind. 1964, 153.
1) C, Djerassi, D. H. Williams und Z. Belah, Mh. Chem. 95, 166 (1964).
12) Vgl. M. L. Wolfrom und J. V. Karabinos, J. Amer. chem. Soc. 66, 909 (1944).
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NaBHy-Suspension tropfen. Stickstoff wurde durch eine Lésung aus 48 g Na;S$,04 in 100 ccm
Wasser + 40 g NaOH und 12 g Anthrachinon-f3-sulfonat in 150 ccm Wasser geleitet, dann
durch konz. Schwefelsiure und einen NaOH-Turm.

a-Phenylithyl-hydrazin. — 33 mMol Diboran [aus 1.9 g (50 mMol) Natrium-borhydrid und
10.6 g (75 mMol) Borfluorid-iitherat] wurden mit N, withrend 1.5 Stdn. unter die Oberfliche
einer Losung von 4.25 g (32 mMol) Acetophenon-hydrazon in 150 ccm absol. Tetrahydrofuran
bei Eiskiithlung und Riihren geleitet. Nach 3stdg. Durchleiten von N wurden unter Kithlung
mit Eis/NaCl 10 ccm Wasser langsam zugetropft. Nach 4—35 Stdn. bei 20° gab man 30 ccm
2n NaOH + 100 ccm Ather zu, trennte und #therte 2mal nach. Nach dem Trocknen mit
K,COj; wurden die vereinigten Atherlosungen auf 50 ccm eingeengt, filtriert und mit 4.5 g
wasserfreier Oxalséure in 50 ccm Ather versetzt. Der farblose Niederschlag wurde abgesaugt,
mit Ather gewaschen und getrocknet (7.66 g). Nach Reinigung durch Losen in 200 ccm
siedendem Athanol und Einengen auf 50 ccm resultierten 2.86 g (40 %) a-Phenylithyl-hydrazin-
oxalat vom Schmp. 165°. Durch zweimaliges Umldsen aus Athanol wurde der Schmp. 170°
(Lit.10 172°) erreicht.

Benzylhydrazin-oxalat. — Aus Benzaldehyd-hydrazon entstehen analog der voranstehenden
Vorschrift 7% d. Th. des Oxalats vom Schmp. 180° (Lit.13 182—183°).

N.N’-Dibenzyl-hydrazin-oxalat. — Durch Disproportionierung von Benzaldehyd-hydrazon
zu Dibenzalazin entsteht es durch dessen Reduktion beim gleichen Ansatz wie voranstehend.
Ausbeute 20% d. Th; Schmp. 187°.

C16HgN2O4 (302.3) Ber. C63.56 H 6.00 Gef. C63.50 H 6.00

Cyclohexylhydrazin-oxalat. — Aus Cyclohexanon-hydrazon entstehen 439, d. Th. Oxalat
vom Schmp. 188 —189° (Lit.14 188 —190°).

Tosylhydrazone

Tosylhydrazon von Acetonyl-a-acetamino-malonsduredidthylester (2). — 2.73 g Acetonyl-a-
acetaminomalonester1® in 20 ccm Methanol wurden mit 2.42 g p-Toluolsulfonylhydrazin
20 Min. unter Riickflu gekocht. Nach Zugabe von Wasser bis zur beginnenden Triibung
kristallisierten bei 4° 3.95 g (90%,) farblose Kristalle vom Schmp. 132—134°.

C1oH27N307S (441.5) Ber. N9.52 Gef. N 9.51

Tosylhydrazon des Ketophalloidins (1g). — 100 mg Ketophalloidin® wurden in 0.5 ccm
absol. Methanol mit 31 mg p-Toluolsulfonylhydrazin 2 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Nach
Zugabe von 1.25 ccm Wasser fiel 1g aus, das durch Dekantieren mit wenig Wasser gewaschen
wurde. Man nahm in 0.5 ccm Methanol auf, fillte mit 1.5 ccm Wasser, zentrifugierte und
trocknete i. Vak.: 89 mg (81%). — Diinnschichtchromatogramm: Ry = 0.58 (Kieselgel HF,
Methanol/Essigester = 3 :1). — Papierchromatogramm: Ry = 0.88 (Butanon/Aceton/Wasser =
30: 3:5); mit Zimtaldehyd/HCI gritn. — LDsg = 2.0 mg/kg (weile Maus).

13) R. Huisgen, F. Jakob, W. Siegel und A. Cadus, Liebigs Ann. Chem. 590, 33 (1954).
14 E. Schmitz und R. Ohme, Chem. Ber. 94, 2172 (1961).
15 Q. Wiss und H., Fuchs, Helv. chim. Acta 35, 407 (1952).
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Norphalloin (1h). — 53 mg Phallodithiolan® (1f) wurden in 30 ccm 83-proz. Methanol mit
3.43 g Methanol-feuchtem Raney-Nickel (4mal mit Methanol ausgekocht) 105 Min. unter
Rithren und Rickflufl gekocht. Nach Dekantieren und viermaligem Auskochen des Nickels
mit je 30 ccm absol. Methanol wurde filtriert und die L6ésung i. Vak. eingedampft. Der Riick-
stand wurde an einer Saule (150 x 1.9 cm) von Sephadex LH-20 mit Methanol/Wasser (1:1)
unter Uvicord-Anzeige chromatographiert. Nach 250 ccm Vorlauf erschienen im Eluat
Ketophalloidin (1), eine unbekannte Substanz (wenig; mit Zimtaldehyd/HCI braun. Rr im
DC auf Kieselgel HF mit Butanon/Aceton/Wasser = 30: 3: 5 geringfiigig hher als 1e und
1b) sowie Norphalloin (1h). Die Norphalloin-Fraktion wurde nach Einengen i. Vak. auf zwei
DC-Platten durch zweimaliges Entwickeln mit dem obigen Losungsmittelgemisch chromato-
graphiert, die im UV-Licht gut erkennbare Zone von 1b herausgeschabt und mehrmals mit
heiBem Methanol eluiert. Zur Abtrennung des gelésten Kieselgels wurde mit Methanol an
Sephadex LH-20 chromatographiert und die im UV-Recorder erkennbare Hauptkomponente
nach Eindampfen des Eluats i. Vak. durch mehrmaliges Extrahieren mit wenig absol. Metha-
nol vom Sephadex befreit. Nach Abdunsten des Losungsmittels, Aufnehmen des Riickstands
in wenig Wasser und Gefriertrocknen resultierten 10 mg Norphalloin (1h). — Papierchromato-
gramm: Rr = 0.78 mit Butanon/Aceton/Wasser (30:3:5); Phalloidin: Rr = 0.54, Keto-
phalloidin: Rr = 0.68. Mit Zimtaldehyd/HCI nach 20 Min. violett, nach 2 Stdn. blau. — Das
UV-Spektrum ist mit demjenigen der Phallotoxine?) identisch. — Nach 12stdg. Hydrolyse mit
6n HC! bei 110° fand man Alanin, allo-Hydroxyprolin, Cystin, Threonin und Norvalin; die
Konzentration des letzteren gegeniiber Threonin betrug nur ca. 70%,. — LDso = 1.8 mg/kg
(weille Maus).
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