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80. Isolierung von (-)-R-4-Hydroxy-pyrrolidon-(2) und einigen 
weiteren Verbindungen aus Amanita muscaria 

31. Mitteilung uber Inhaltsstoffe von l’liegenpilzenl) 

von T. Matsumoto2), W. Trueb3), R. Gwinner u n d  C .  H. Eugster 
Organisch-chernisches Institut der Universitat Zurich, Ramistrasse 76, 8001 Zurich 

(20. 11. 69) 

Zusammenfassung. Aus Carpophoren von Alnanita lnuscarza (L. ex FR.) HOOKER wurden neu 
P-n-nutyl-D-glucopyranosid, ( - )-RR-4-Hydroxy-pyrrolidon-(2), Uracil, Hypoxanthin und ( - )-  
1,2,3,4-Tetrahydro-l-methyl-~-carbolin-3-carbonsaure isoliert. 

Bei der Isolierung von MuscimoZ4) (VI) und Ibotensuure4) (V) aus Fliegenpilzen 
(Amarzzta muscaria (L. ex FR.) HOOKER) rnit Hilfe des Narkosepotenzierungstestes 
[2] [3]  wurden gelegentlich Fraktionen rnit narkose-antagonisierender Wirkung 
beobachtet 7 ,  so vor allem bei den butanolloslichen Anteilen. 

Es zeigte sich nun, dass in solchen Fraktionen (-)-R-4-Hydroxy-pyrrolidon-(Z) (11) 
enthalten ist. 

Zur Isolierung dienten die ublichen Extrakte aus frischen Fruchtkorpern von 
Fliegenpilzen, die nach Eindampfen zum dunnen Sirup zuerst rnit Ather entfettet und 
darauf init wassergesattigtem Butanol erschopfend extrahiert wurden r3]. In  der 
Wasserphase blieben u. a. die sehr polaren Stoffe Ibotensaure und Muscimol6). Hierauf 
wurde der Butanolextrakt an Aluminiumoxid (neutral) rnit wassergesattigtem Butanol 
als Flies~mittel~) chromatographisch aufgetrennt. Dabei wurden neben I1 noch die 
folgenden Stoffe identifiziert (aufgefuhrt in der Iieihenfolge der Elution) : 

1) Aus fruh-austretenden Fraktionen : das bitter schmeckende p-n-Butyl-D- 
glucopyrnnosid (Ia), identifiziert durch NMR.-Analyse des Tetracetates (Ib) 8 )  und 
Vergleich rnit einem nach ROURQUELOT & BRIDEL [6] synthetisierten Praparat 
(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 durite sich wahrend der 
Extraktion aus einem noch unbekannten und offensichtlich recht labilen Glucosid 
- 
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Formelschema. Verbiizdungen azis Amanita muscaria 
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oder Glucose-ester durch Reaktion mit dem n-Rutanol gebildet haben. Sie beweist 
ubrigens das Vorkommen von D-GlUcOSe in europaischen Fliegenpilzen (vgl. [7 ] ) .  

2)  In darauffolgenden Fraktionen : (-)-R-4-Hydroxy-pyrroZidon-(2) ( IT) ,  welches 
auf Papierchromatogrammen zuerst mit Hilfe des C1,-Eenzidin-Testes [S] 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 1R.-Spektren (siehe Tabelle und Figur) und D-Austausch 
(2H -+ 2D). 

Das Protonenresonanzspektrum (D,O) zeigt bei 6 ca. 4,5 ppin 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 A B  und M N  primare Partner je eines AB-  
Systems darstellen, welche durch zusatzliche und offenbar aus sterischen Griinden 
unterschiedliche Kopplungen mit dem X-Partner gestort erscheinen. Das Auftreten 
zweier nicht vinylischer AR-Systeme in einer so kleinen Molekel kann am ehesten 
durch die unniittelbare 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 (91) bestatigt. Milde Verseifung des Naturproduktes mittcls Ba(OH),- 
Losung gab die konfigurativ beltannte [lo] (-)-R-y-Amino-P-hydroxy-buttersaure 

(-)-R-4-Hydroxy-pyrroljdon-(2) ist hiermit zum erstenmal in der Natur nachge- 
wiesen worden. Als Derivat der y-Aminobuttersaure verdient es auch im Zusammen- 
hang mit der noch unaufgeklarten Biogenese von Ibotensaure ( V ) ,  besondere Be- 

(111). 
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A~zalytische Eigenschuften der isolievten Vevbindungex a) 
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") Methodisclies siehc [3]. 
") Spitze einer sehr brciten, mit mehrcren Inflcxioucn auftrctenden Eancle. 
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100 MHz D20 - 0 ppm(6) 

N M l i .  - .%fir k fr t m  lion ( - ) - R- 4- I Iydvoxj~-j?t'rrot ido tz - (2) 

achtung. Wir vermuten, dass die Aminodicarbonsaure I V  soivohl fiir 11, als auch fur 
V Vorlaufer sein konnte. Kislier sind weder I11 nocli IV aus Fliegenpilzen isoliert 
worden. 

Der Gehalt an I1 in frischen Fliegenpilzen scht.int sehr gering zu sein; quantitative 
12estiniinungen fehlen. Da auch eine p l ~ ~ i - n i ~ ~ ~ ) l ~ ) ~ i s c l ~ e  Untersuchung von I1 aus- 
steht, kann iiber seine eventuelle Mitverantwortung an den to.uischen Wirkungen des 
I'licgenpilzes nocli nichts ausgesngt werden. 
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3) Aus anschliessenden Fraktionen fielen ferner kristallisiert an : Uraci l  g, (in be- 
deutenden Mengen), Hyfioxanthiiz10) und die (-)-?,2,3,4-Tetrahydro-I-methyl-~- 
carbolin-3-carbonsaure (VIZ)  I ] ) .  Ihre Struktur ergah sich aus Analysen und Spektren 
und wurde durch Verglcicli mit einein nacli [13] liergestellten Priiparat bestatigt. Die 
Verbindung konnte sich niiigliclierweise aus (. ~ )-Tryptophan und Acetaldeliyd usw. 
gebildet Iiaben, vgl. 114j. 

Vevdavhingen.  Wir clanken Herrn H. J .  LEUENRERGER f u r  Mitliilfe bei den Aufarbeitungen 
und fur Vorvcrsuchc; Ilerrn T. WINICLEK fur Aufna.hiiic von 100-RI€lz-N~~Ii.-Spektrcn ; dein 
SCHWE~ZERISCHEN NATIONALFONDS fur die lhanzierung dicser Arbeit. 

Experimentelles. - 1. Chrumntogyaphie UY? AEumi,iZu~zzoxicl: 210 g Butanolextrakt aus  Ernte 
196412) wurdcn an 4 kg llluminiuiiioxid (neutral, W o ~ ~ n r )  niit wasscrgesattigtem Butanol, wie in 
!3] beschrieben, chromatographicrt ; aufgefangcn wurdcn Fraktionen zii 32 in1 (650 Tropfcn) , Das 
Butylglucositl I a befand sich in Fraktionen 41-115, Hydroxypyrroliclon und Uracil in Fr. 105-145, 
hluscarin und Choliri in Fr. 130-210, Hypoxanthin in Fr. 21 0~ 240, die Tetrahydrocarbolincarbol7- 
saurc in Fr. 225-270. 

2. Butylglycosid I a. Zur Reinigung wurden die 1 a-haltigen Frnktionen a u s  niehreren .\u farbei- 
tungen rnit Chloroform bchandelt und der losliche Anteil (28,7 g), an 1.5 kg SiC),-Celite mit Iso- 
propanol-Ather 3 : 1 chromatographiert. Die Substanz aus den Spitzenfraktioncn, ein gelbliches, 
rasch kristallisierencles 01, ergab a m  Essigcster-Kther 5,5 g unilrristallisiertes Produlrt, Sinp. 74- 
85”. Nach IJinkristallisationen aus Aceton-Diisopropylathcr, Aceton-Ather und Mcthylisopropyl- 
keton und Hocli~~akiiumtlestillation (in kleincn I’ortimwn, Kugclrohr, Rat1 145”, 0,001 Torr) uwrdc 
Snip. 86- 88 ’ crreiclit. 

CluH2,,06 (236,26) Her. C 50.83 I{ 8,.53c;:l Gel. C 50,45 I1 8,580/, 
Das Ac.efrct 1 b (I’yriilin-Essigsaui-canh).dri~l, 2 h/70-80”) murcle aus  Mcthanol- L’etrolBther uin- 

kristallisiert ; Prismen. 
C18H28010 (404,40) Ber. C .53,46 H 6,08% Gef. C 53,74 H 7.36% 

3. Hydvoxy-py~rolidoiz II. Die 11-haltigcn Fraktioncn (10,5 g) wurden mit Methanol bchantlelt 
(Abscheidung von Uracil) und &as T..oslictie erneut an 1 kg Alumiiiiumoxid rnit ~~,assergesattigtcIn 
Butanol chromatographiert. Fraktionen zu 12 nil. Die Substanz a u s  Frsktioncn 66-110 tvurde in 
kleinen Portionen im Iiugelrohr (105-130’/0,001 Torr) destillicrt. Das erhaltene Subliniat wurdc 
nach Waschen mit ctwas Ather inehrinals aus Methanol-Ather umkristallisiert und erneut iin VR- 
kuum subliniiert. Tn Wasscr und niedcreii Alkoholen leicht loslichc Substanz. 

C,H,NO, ( l O 1 , l O )  Ber. C 47,52 1-1 6,98 N 13,86Oj, Gef. C 47,96 H 7,08 N 13,88y0 

4. ( -  )-R-.],-Ami,2o-P-hydroxy-butlevsliure (III). 32,7 nig TI und 0,33 nil gesattigte Ba(OH),- 
Losung wurden in einem kleinen, zur langcii Kapillare ausgczogenen Kohl-chen 1 h auf dcm sicden- 
den TVasserbad erhitzt. Nachhcr ilbkiihlen, Neutralisieren niit 0 , 0 5 ~  H2S04, Zentrifugicrcn, Ein- 
danipfen und erhaltenes gelbes 01 aus H,O-Athanol kristallisieren; [IX]~; =: - 18,s” (H,O) ; in PE. 
und I’C. idcntisch mit racemischer Verbindung (IiLUII.4). 

5.  Uracil und Hypoxmzthin wurden durch 1Jmkristallisation nus \Vasscr gercinigt t i n t 1  clurch 
Vergleicli iiiit authentischen Praparaten identifizicrt. 

6. Die Tc. trahyd~oca~boZincurbo~z.~~~f~ve 6’7 I wnrtlc durch ~Jii~lrristnllisatioiicri aus \Vnsscr (Korit) 
gereinigt ; farblosc Nadeln. 

C1,Hl,N,O, (230,26) Her. C67,81 I1 6,13 N 12,177; Grf .  C b X , O l  11 6,41 N 12,044{, 

g, Entspricht der methanolunloslichcn Substanz B aus  Pr. 211.4 in [2], pag.31/62. 
lo) Bereits von BUSCHMANN [ l l ]  im 121icgenpilz wahrscheinlich gemacht. In Mutterlaugen und an-  

deren Fraktionen diirften sich noch anderc l’urin- und Pyriinidin-lkrivate befinden ; einc ge- 
nauere Untersuchung murde von uns nicht beabsichtigt; .4delZOSilZ ist von uns  fi-iihcr [12] a u s  
Cellulose-Chromatogrammen erhalten worden. 

11) Entspricht clem Indolderivat mit Rf == 0,6 aus Fraktion 211.3 in [ 2 ] ,  pag. 31 /62. 
12) Hergcstellt nach [ 3 ] ,  Seite 920: H. Allgemcine Aiifarbeitung. ’LsTcg 2. 
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81. Zur Kenntnis der VAN SLYKE-Reaktion des Muscimols und anderer 
3- H ydrox yisoxazole 

von M. Frater-Schroder, R. Goodz) und C. H. Eugster 

32. Mitteilung fiber Inhaltsstoffe von Fliegenpilzen l) 

Organisch-chemisches Institut der Univcrsitat, Ramistrasse 76, 8001 Zurich 

(20. 11. 69) 

Zusammenfassung. 3-Hydroxyisoxazole werden unter sehr miltlen Bedingungen zu instabilen 
N-Nitrosoverbindungen nitrosiert, welche in verdunntcr Essigsaure rasch in NzO und CO, zerfallen. 
Die Rcaktion kann als Mikromethode zur Erkennung von 3-Hydroxyisoxazolen benutzt werden. 

Die Synthese mehrerer neucr 3-Hydroxyisoxazole wird angegeben. 

Bei der chemischen Untersuchung der Fliegenpilz-Inhaltsstoffe Muscimol ( I )  und 
Ibotensuzwe (11) fielen die sehr hohen Werte auf, die bei der Bestimmung der primaren 
Aminogruppen nach VAN SLYKE erhalten wurden3), vgl. Tabelle. 

Die nahere 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. R. 
erythro-Dihydromuscazon (VI) . 

Da es sich bei 3-Hydroxyisoxazolen urn Iminolformen von Lactanien und zwar von 
cyclischen Hydroxamsauren handelt, konnte verrnutet werden, dass es sich bei dem 
zusiitzlich entwickelten Gas urn N,O handlea). Von alipliatischen Hydroxamsauren 

1) 31. Mitteilung vorangehend. 
2) 

3, 

4) 

____ 
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