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80. Isolierung von (-)-R-4-Hydroxy-pyrrolidon-(2) und einigen
weiteren Verbindungen aus Amanita muscaria
31.Mitteilung @iber Inhaltsstoffe von Fliegenpilzen?)

von T.Matsumoto?), W. Trueb3), R. Gwinner und C. H. Eugster
Organisch-chemisches Institut der Universitdt Ziirich, Rimistrasse 76, 8001 Ziirich

(20. I1. 69)

Zusammenfassung. Aus Carpophoren von Amanita muscaria (L. ex FrR.) HOOKER wurden neu
f-n-Butyl-D-glucopyranosid, (—)-R-4-Hydroxy-pyrrolidon-(2), Uracil, Hypoxanthin und (-)-
1,2, 3,4-Tetrahydro-1-methyl-f-carbolin-3-carbonsiure isoliert.

Bei der Isolierung von Muscimol®) (V1) und Ibotensiure®) (V) aus Fliegenpilzen
(Amanita muscaria (L. ex Fr.) HookxEr) mit Hilfe des Narkosepotenzierungstestes
[2] |3] wurden gelegentlich Fraktionen mit narkose-antagonisierender Wirkung
beobachtet?), so vor allem bei den butanolléslichen Anteilen.

Es zeigte sich nun, dass in solchen Fraktionen (—}- R-4-Hydroxy-pyrrolidon-(2)(II)
enthalten ist.

Zur Isolierung dienten die tiblichen Extrakte aus frischen Fruchtkdrpern von
Fliegenpilzen, die nach Eindampfen zum diinnen Sirup zuerst mit Ather entfettet und
darauf mit wassergesittigtem Butanol erschépfend extrahiert wurden [3]. In der
Wasserphase blieben u.a. die sehr polaren Stoffe Ibotensdure und Muscimol 8). Hierauf
wurde der Butanolextrakt an Aluminiumoxid (neutral) mit wassergesittigtem Butanol
als Fliessmittel?) chromatographisch aufgetrennt. Dabei wurden neben II noch die
folgenden Stoffe identifiziert (aufgefiibrt in der Reihenfolge der Elution):

1) Aus {rith-austretenden Fraktionen: das bitter schmeckende f-n-Butyl-D-
glucopyranosid (Ia), identifiziert durch NMR.-Analyse des Tetracetates (Ib)8) und
Vergleich mit einem nach BourQuUELOT & BRIDEL [6] synthetisierten Priparat
(analytische Daten unseres Produktes vgl. Tabelle).

Die bisher unseres Wissens in der Natur noch nie festgestellte Verbindung Ia ist
wohl kaum als solche im Fliegenpilz enthalten, sondern diirfte sich wihrend der
Extraktion aus einem noch unbekannten und offensichtlich recht labilen Glucosid

1) 30.Mitteilung vorangehend.

2) Hokkaido University, Sapporo, Japan, z.Z. Gast am Organisch-chemischen Institut der Uni-
versitit Zitrich.

) Jetzige Adresse: Sanpoz AG, Basel.

} Nomenklatur siehe [17.

% Z.B. die Fraktionen 2b:2 und 2b:3 in [2], pag.61, und in [3], pag.921.

}  Muscarin und Cholin gehen zum grossten Teil in die Butanolphase iiber [3]. Wir vermuten, dass
SWENBERG ¢/ al. [4] bei der Isolierung von Muscarin aus Kulturen von Clitocybe vivulosa (PERS.
ex FR.) KUMMER, durch die angewendete Entfettung mittels Butanolextraktion betrachtliche
Verluste an Muscarin erlitten haben.
7y Verfahren von TH. WIELAND ef al. [5].

8) Wir danken Herrn cand. chem. T. WINKLER fiir 100-MHz-NMR.-Spcktren und {fiir zahlreiche
Spinentkopplungsexperimente.
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Formelschema. Verbindungen aus Amanita muscaria
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oder Glucose-ester durch Reaktion mit dem #-Butanol gebildet haben. Sie beweist
iibrigens das Vorkommen von p-Glucose in europdischen Fliegenpilzen (vgl. {7]).

2) In darauffolgenden Fraktionen: (—)-R-4-Hydroxy-pyrrolidon-(2) (11), welches
auf Papierchromatogrammen zuerst mit Hilfe des Cl,-Benzidin-Testes [8] nachge-
wiesen werden konnte. Es liess sich aus angereicherten Fraktionen durch Vakuum-
sublimation und Umkristallisation rein herstellen. Seine Struktur ergab sich aus
Analysen, NMR.- und IR.-Spektren (sieche Tabelle und Figur) und D-Austausch
(2H - 2D).

Das Protonenresonanzspektrum (D,0) zeigt bei d ca. 4,5 ppm ein verdecktes
Multiplett (Hx) und anschliessend gegen hoheres Feld 16 Linien, von denen je 4 auf-
einanderfolgende Signale gleiche Integrale aufweisen. Wir interpretieren es als
ABMNX-Spektrum (vgl. Figur), wobei 4B und MN primére Partner je eines 4 B-
Systems darstellen, welche durch zusétzliche und offenbar aus sterischen Griinden
unterschiedliche Kopplungen mit dem X-Partner gestért erscheinen. Das Auftreten
zweier nicht vinylischer A B-Systeme in einer so kleinen Molekel kann am ehesten
durch die unmittelbare Nachbarschaft zu einem chiralen Zentrum interpretiert wer-
den, da die chemische Verschiebung 0,44 bzw. 0,58 ppm betragt. Diese Schluss-
folgerungen wurden durch Vergleich mit einem racemischen synthetischen Produkt
(hergestellt nach [9]) bestatigt. Milde Verseifung des Naturproduktes mittels Ba(OH),-
Loésung gab die konfigurativ bekannte [10] (—)-R-y-Amino-f-hydroxy-buttersiure
(I1T).

(—)-R-4-Hydroxy-pyrrolidon-(2) ist hiermit zum erstenmal in der Natur nachge-
wiesen worden. Als Derivat der y-Amincbuttersiure verdient es auch im Zusammen-
hang mit der noch unaufgeklirten Biogenese von Ibotensdure (V), besondere Be-



718

Analytische Eigenschaften dev isolievten Verbindungen?)
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IT

VII

Ia Ib
Smp. 86--88° 64-65°
[l —38,4” (CH,OH) — 267 (CHCly)
Z‘ma‘z‘ nm - -
Vopapr C1 ca. 3300, 2015, 2865 2959, 2874,

1757 (CHCly)

Rf, P°C, 0,95
WaATMAN 1
Migration, - _
Elektrophorese
Farbreaktionen  KMnO, alkalisch -

153,5-155°
— 44,5° (CH,OH),
—45,8" (H,0)

3257, 3155, 2041,
1661 %) (KBr)

0,56 Losgm. 14

22mm/h,pH 1,9
als Kation
Cly/Benzidin:
blau; Jy: gelb

> 290° (Zers.)
—142,8° (Pyridin-
H,01:1)

219, 271, 277, S 280,
287 (CHZ;OH)

3300, 1645, 1580,
746, 741 (KBr}

0,5 Losgm. 14

22mm/h,pH 1,9
zur Kathode
Cl,/Benzidin: blau;
Ninhydrin: blass-
DLraunlich;
EHRLICH: rosa

2}  Methodisches siehe [3].
h)

Spitze einer sehr breiten, mit mehreren Inflexionen auftretenden Bande.
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100 MHz / D,0 — 0 ppm(B)

NMR . ~-Spektrum von (= y-R-4-Tiydroxy-pyrrolidon-(2)

achtung. Wir vermuten, dass die Aminodicarbonsiure IV sowohl fiir I1, als auch fiir
V Vorldufer sein konnte. Bisher sind weder TIT noch IV aus Fliegenpilzen isoliert

worden.

Der Gehalt an IT in frischen Fliegenpilzen scheint sehr gering zu sein; quantitative
Bestimmungen fehlen. Da auch eine pharmakologische Untersuchung von 11 aus-
steht, kann tiber seine eventuelle Mitverantwortung an den toxischen Wirkungen des

Fliegenpilzes noch nichts ausgesagt werden.
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3) Aus anschliessenden Fraktionen fielen ferner kristallisiert an: Uracil®) (in be-
deutenden Mengen), Hypoxanthinl®) und die (—)-7,2,3,4-Tetrahydro-1-methyl-3-
carbolin-3-carbonsduye (VII)11). Thre Struktur ergab sich aus Analysen und Spektren
und wurde durch Vergleich mit einem nach [13] hergestellten Praparat bestitigt. Die
Verbindung kénnte sich moglicherweise aus (-)-Tryptophan und Acetaldehyd usw.
gebildet haben, vgl. {14].

Verdankungen. Wir danken Herrn H.J. LEUENBERGER fur Mithilfe bei den Aufarbeitungen
und fir Vorversuche; Herrn T.WINKLER fiir Aufnahme von 100-MHz-NMR.-Spektren; dem
SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS fiir die Finanzierung dicser Arbeit.

Experimentelles. — 1. Chvomatographie an Alwmininwmoxid: 210 g Butanolextrakt aus Ernte
196412) wurden an 4 kg Aluminiumoxid (neutral, WoELM) mit wassergesittigtem Butanol, wie in
[3] beschrieben, chromatographiert; aufgefangen wurden Fraktionen zu 32 ml (650 Tropfen). Das
Butylglucosid La befand sich in Fraktionen 41-115, Hydroxypyrrolidon und Uracil in Fr, 105-145,
Muscarin und Cholin in Fr. 130-210, Hypoxanthin in Fr. 210-240, dic Tetrahydrocarbolincarbon-
sidurc in Fr. 225-270.

2. Butylglycosid Ia. Zur Reinigung wurden die 1a-haltigen Fraktionen aus mehreren Aufarbei-
tungen mit Chloroform behandelt und der losliche Anteil (28,7 g), an 1,5 kg SiO,-Celite mit Iso-
propanol-Ather 3:1 chromatographiert. Dic Substanz aus den Spitzenfraktionen, ein gelbliches,
rasch kristallisierendes Ol, ergab aus Essigester-Ather 5,5 g umkristallisiertes Produkt, Smp. 74—
85°. Nach Umkristallisationen aus Aceton-Diisopropylither, Aceton-Ather und Methylisopropyl-
keton und Hochvakuumdestillation (in kleinen Portionen, Kugelrohr, Bad 145°, 0,001 Torr) wurde
Smp. 86-88" erreicht.

CyoHoapO4 (236,26)  Ber. € 350,83 H 8,539  Gel. C50,46 H 8,589

Das Acetat 1b (Pyridin-Essigsaurcanhydrid, 2 h{70-80") wurde aus Methanol-Petroldther um-
kristallisiert; Prismen.
CygHyg0yy (404,40) Ber. C53,46 H6,989%  Gef. C53,74 H7,36%

3. Hydroxy-pyrrolidon I1. Die I1-haltigen Fraktionen (10,5 g) wurden mit Methanol behandelt
(Abscheidung von Uracil) und das Lésliche erneut an 1 kg Aluminiumoxid mit wassergesattigtem
Butanol chromatographiert. Iraktionen zu 12 ml. Die Substanz aus Fraktionen 66-119 wurde in
kleinen Portionen im Kugelrohr (105-130°/0,001 Torr) destilliert. Das erhaltene Sublimat wurde
nach Waschen mit ctwas Ather mehrmals aus Mcthanol-Ather umkristallisiert und erneut im Va-
kuum sublimiert. Tn Wasser und niederen Alkoholen leicht 1asliche Substanz.

C{H,;NO, (101,10) Ber. C47,52 H 6,98 N 13,869%  Gef. C47,96 H7,08 N 13,8389

4. (= )-R-y-Amino-f-hydvoxy-builersiuve (I1I). 32,7 mg 11 und 0,33 ml gesittigte Ba (OH),-
Lésung wurden in einem kleinen, zur langen Kapillare ausgezogenen Reéhrchen 1 h auf dem sieden-
den Wasserbad erhitzt. Nachher Abkithlen, Neutralisieren mit 0,05~ H,S0,, Zentrifugicren, Ein-
dampfen und erhaltenes gelbes Ol aus H,O-Athanol kristallisieren; [a]f} = — 18,8° (H,Q); in PE.
und I’C. identisch mit racemischer Verbindung (I'LUKA).

5. Uracil und Hypoxanthin wurden durch Umkristallisation aus Wasser gereinigt und durch
Vergleich mit authentischen Préparaten identifiziert.

6. Die Tetrahvdrocavbolincarbonsdure V.II wurde durch Umkristallisationen aus Wasser (Norit)
gereinigt; farblose Nadeln.

CisH N0y (230,26 Ber. C67,81 H6,13 N 12,179, ref. CO8,01 H6,41 N12,049,

9

Entspricht der methanolunloslichen Substanz B aus Fr. 2b.4 in [2], pag.31/6Z.

10y Bereits von Buscamann [11] im Flicgenpilz wahrscheinlich gemacht. In Mutterlaugen und an-
deren Fraktionen diirften sich noch andere Purin- und Pyrimidin-Derivate befinden; eine ge-
nauere Untersuchung wurde von uns nicht beabsichtigt; Adenosin ist von uns frither [12] auns
Cellulose-Chromatogrammen erhalten worden.

Entspricht dem Indolderivat mit Rf == 0,6 aus Fraktion 2b.3 in [2], pag.31/62.

Hergestellt nach [3], Seite 920: B. Allgemcine Aufarbeitung, Weg 2.

11
12
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81. Zur Kenntnis der VAN SLYKE-Reaktion des Muscimols und anderer
3-Hydroxyisoxazole
32.Mitteilung tiber Inhaltsstoffe von Fliegenpilzen?)
von M. Frater-Schréder, R. Good?) und C. H. Eugster

Organisch-chemisches Institut der Universitat, Riamistrasse 76, 8001 Ziirich

(20. T1. 69)

Zusammenfassung. 3-Hydroxyisoxazole werden unter schr milden Bedingungen zu instabilen
N-Nitrosoverbindungen nitrosiert, welche in verdiinnter Essigsaure rasch in N,O und CO, zerfallen.
Die Reaktion kann als Mikromethode zur Erkennung von 3-Hydroxyisoxazolen benutzt werden.

Die Synthese mehrerer neuer 3-Hydroxyisoxazole wird angegeben.

Bei der chemischen Untersuchung der Fliegenpilz-Inhaltsstoffe Muscimol (I) und
Ibotensaure (1) fielen die sehr hohen Werte auf, die bei der Bestimmung der priméren
Aminogruppen nach vaN SLYKE erhalten wurden?), vgl. Tabelle.

Die nihere Untersuchung hat nun gezeigt, dass diese Erscheinung bei allen 3-
Hydroxyisoxazolen anzutreffen ist, nicht aber bei den N-Acetylderivaten (2-Acetyl-
3(2H)-isoxazolonen), z. B. VIII, den Isoxazolen, z. B. IX, den 5(4H)-Isoxazolen, z.B.
IV, den 2(3H)-Oxazolonen, z.B. Muscazon (V), und den Oxazolidin-2-onen, z.B.
erythro-Dihydromuscazon (VI).

Da es sich bei 3-Hydroxyisoxazolen um Iminolformen von Lactamen und zwar von
cyclischen Hydroxamsiuren handelt, konnte vermutet werden, dass es sich bei dem
zusitzlich entwickelten Gas um N,O handle?). Von aliphatischen Hydroxamsduren

1) 31.Mitteilung vorangehend.

) Jetzige Adresse: J.R.GErIiGY AG, Basel.

Ausgefithrt von Herrn H. FRoHOFER 1963 und 1965 nach der Methode von Kainz [1].

Wir danken Herrn Prof. A.EscHENMOSER, ETH Ziirich, der in einer Diskussion erstmals auf
diese Moglichkeit hingewiesen hatte.
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