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97. Muscimol, ein pharmakodynamisch wirksamer Stoff 
aus Amanita muscarial) 

von G. F. R. Mullerz) und  C. H. Eugster 

(3.  IV. 65)  

1. Einleitung. - Psychomimetica pflanzlicher Herkunft haben in neuerer Zeit aus 
verschiedenen Grunden ein steigendes Interesse erweckt. Die seit einigen Jahren 
intensivierte chemische und medizinische Bearbeitung lieferte eine Fiille wertvoller 
neuer Einsichten, deren Bedeutung den engeren naturwissenschaftlichen Kahmen 
iiberragt [2]. Hervorgehoben seien hier nur die Untersuchungen an den in mittel- 
amerikanischen Kulturen seit alten Zeiten kultisch verwendeten Pilzen der Gattungen 
Psilocybe und Stropharia [3]. Es ist eine seit langem bekannte Tatsache, dass psycho- 
trope Stoffe auch in etlichen europaischen Pilzarten vorkommen [4]. Dabei hat seit 
jeher der E’liegenpilz (Amanita muscaria (L. ex FR.) HOOKER) besondere Aufmerk- 
samkeit gefunden, da er moglicherweise im nordeuropaisch-asiatischen Raum eine 
ahnliche Rolle als Berauschungsmittel gespielt haben mag wie die Psilocybe-Arten 
in den prakolumbianischen Kulturen Mittelamerikas 3). Seine Verwendung als Be- 
rauschungsmittel bei sibirischen Vblkern steht seit dem ersten Bericht von PHILIPP 
JOHANN v. STRAHLENBEKG aus dem Jahre 1730 fest und ist seitdem mehrfach be- 
statigt worden4). Als der eine von uns im Jahre 1953 die chemische Bearbeitung der 
Inhaltsstoffe des Fliegenpilzes aufnahm [6] ,  musste das Sehwergewicht nur deshalb 
auf die Untersuchung der muscarinischen Inhaltsstoffe gelegt werden, weil uns damals 
keine geeignete Methode zur pharmakologischen Priifung zentralaktiver Stoffe zur 
Verfiigung stand. Wir hatten aber, sobald uns das neben der Arbeit am Muscarin 
moglich war, nach weiteren physiologisch aktiven Fraktionen zu suchen begonnen. 
Dariiber wurde bereits berichtet [7]. 

In unserer ersten ausfuhrlichen Arbeit iiber die Isolierung des Muscarins wurde 
ausdrucklich auf die Anwesenheit einer grosseren Zahl von Begleitstoffen hingewiesen, 
die sich vor allem in Papierchromatogrammen, teilweise aber auch in nicht muscari- 
nischen Wirkungen auf das damals verwendete Testorgan bemerkbar machten [8 ] .  

Eine neuere pharmakologische Untersuchung an zahlreichen wasserloslichen 
Fraktionen aus Fliegenpilzen ergab die Anwesenheit mehrerer physiologisch aktiver 
Fraktionen, insbesondere von Fraktionen mit narkosepotenzierenden Wirkungen. Die 
vorliegende Arbeit beschreibt die Isolierung des Muscimols, eines Tragers dieser 
Wirkung. In nachfolgenden Arbeiten folgen Strukturaufklarung und Synthese des 
Muscimols [9], sowie die Bekanntgabe der Isolierung, Strukturaufklarung und Syn- 

18. Mitteilung uber lnhaltsstoffe aus Fliegenpilzen, 17. Mitteilung siehe [l]. 
-4uszug aus der Dissertation von GUNTICK F. R. MULLHK. 
Die chemische, pharmakologischc und cthnomykologischc Litcratur iibcr den Flicgenpilz ist 
sehr umfangreich, vgl. [4] [5]. Eine cingehende Besprcchung wird anderenorts erfolgen. 
Tm Schrifttum uber den Fliegenpilz sind die zentralaktiven Stoffe mit dem Begriff Pilzatrofiin 
oder iWuscaridzn umschriebcn. Offcnbar in Unkcnntnis dieser Literatur ist leider letzterer Name 
in neuerer Zeit fur einen ganz anderen Inhaltsstoff erneut verwcndct worden. 
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these weiterer physiologisch aktiver Inhaltsstoffe des Fliegenpilzes [10] [I I] .  Es sei 
bereits hier festgehalten, dass Muscimol wahrscheinlich keinen genuinen Inhaltsstoff 
des Fliegenpilzes darstellt. 

2. Vorversuche zum Nachweis von narkosepotenzierenden Stoffen. ~ L>er 
Fliegenpilz enthalt eine sehr grosse Zahl Inhaltsstoffe, von denen bisher nur ein 
Bruchteil identifiziert werden konnte. Um neue pharmakologische Wirkungen fest- 
zustellen, war es notwendig, unter Vermeidung von Fallungsverfahren, zunachst eine 
grobe Auftrennung in Gruppen vorzunehmen und diese pharmakologisch zu priifen. 
Dabei sollten die bekannten aktiven Stoffe wie Muscarin, Acetylcholin moglichst nur 
in einer Fraktion auftreten. Das wurde rnit folgender einfacher Verarbeitung erreicht : 
die im Herbst 1958 gesammelten frischen Fliegenpilze wurden zur Stabilisierung sofort 
nach Eingang unter Athanol fein zerhackt. Nach Abnutschen und Abpressen wurden 
die wasserig-alkoholischen Extrakte im Vakuum moglichst schonend (Diinnschicht- 
verdampfer) stark eingeengt (zu einer ca. 20-proz. Losung). Anschliessend wurde die 
schwach saure Losung griindlich mit Ather ausgezogen (+ A'therlosliche Anteile). 
Hierauf folgte eine Extraktion der Losung mit wassergesattigtem Butanol (+ Hutanol- 
losliche Anteile). Die zuriickbleibenden, butanolunloslichen Anteile enthalten die stark 
polaren, extrem wasserloslichen Stoffe. Die atherloslichen Anteile stellen nach dem 
Eindampfen ein hellbraunes 01 mit starkem ctPilzgeruch R dar. Sie enthalten in geringer 
Menge basische Stoffe. 

Die butanolloslichen Teile enthalten praktisch alles Muscarin, vie1 Cholin, mehrere 
Indolverbindungen und Aminosauren, von denen Tryptophan kristallisiert erhalten 
worden ist, nebst verschiedencn anderen bisher noch unbekannten Stoffen (siehe 
experimenteller Teil) , 

Im Butanolunloslichen befindet sich der Hauptteil der Zucker, Aminosauren und 
Salze. Zur naheren Charakterisierung wurden zahlreiche weitere Trennversuche unter- 
nommen und die erhaltenen Fraktionen vor allem papierchromatographisch und 
elektrophoretisch rnit den iiblichen Reagentien charakterisiert. Als besonders wertvoll 
erwiesen sich u. a. GROTE'S Reagens wegen seiner Spezifitat, sowie Phenylheptatrienal/ 
HC1, das wir wegen seiner Empfindlichkeit neben $-Dimethylaminobenzaldehyd, 
Zimtaldehyd oder $-Dimethylaminozimtaldehyd oft benutzten (siehe experimenteller 
Teil) . 

Zahlreiche Fraktionen wurden hierauf orientierend pharmakologisch gepruft. Aus 
dieser Prufung ging hervor, dass vor allem im Butanolunloslichen, das durch Chro- 
matographie an Aluminiumoxid weiter aufgetrennt worden war, deutlich narkose- 
potenzierende Substanzen enthalten waren. Da die Beurteilung der Narkosepoten- 
zierung einen Hinweis auf unser Ziel der Erfassung zentralaktiver Stoffe im Fliegen- 
pilz ergab, wurde auf diese Stoffe das Schwergewicht bei der Fortfiihrung der weiteren 
Tsolierungsarbeiten gelegt. Im folgenden wird der Weg, der zur Isolierung einer 
Substanz rnit stark narkosepotenzierender Wirkung (Muscimol) fiihrte, beschrieben. 

Der pharmakologische Leittest, der uns die Verfolgung einer eventuellen Anreiche- 
rung des Wirkstoffes gestattete, beruht auf der Beeinflussung der Schlafwirkung cines 
Kurznarcoticums (2-Methoxy-4-allyl-phenoxyessigsaure-diathylamid), wobei die 
Dauer der Seitenlage der Versuchstiere (Mause), sowie die Anzahl Tiere in Seitenlage 
bestimmt und diese Zahlen gegeniiber einer Kontrollserie als Anderung in Prozent an- 

91 1 
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gegeben werden. Die zu prufenden Fraktionen wurden jeweils subcutan als wBlsserige 
Losungen 30 Min. vor der intraperitonealen Verabreichung von 40 mg/kg des Narco- 
ticums injiziert 7 .  

Zur ungefahren Kontrolle einer Anreicherung in einem bestimmten Trennungs- 
gang, sowie zur anschaulichen Darstellung haben wir das Produkt aus Ausbeute und 
yo Anderung der Dauer der Seitenlage bestimmt : Ausbeute-Wirkungsprodukt (AWP) 
= % Ausbeute x yo h d e r u n g  der Dauer der Seitenlage (negative Werte bedeuten 
Narkosehemmung) . Naturlich kommt solchen Zahlen aus verschiedenen Grunden nur 
relativer Wert zu, da z.B. der Prozentsatz der Tiere in Seitenlage nicht beriicksich- 
tigt ist. Ein Vergleich verschiedener Versuchsserien untereinander ist nur qualitativ 
moglich, da wir die Ausbeute immer nur auf die Ausgangsfraktion der jewciligen Ver- 
suchsreihe bezogen haben. Bei der grossen Anzahl von Inhaltsstoffen in den jeweiligen 
Fraktionen waren wir langere Zeit ausschliesslich auf den pharmakologischen Test zur 
Kontrolle der erzielten Anreicherung angewiesen. 

3. Vorversuche zur Isolierung des Muscimols. - Aluminiumoxidchrornatographie : 
die butanolunloslichen Anteile wurden nach weitgehendem, aber schonendem Ein- 
dampfen im Vakuum in der doppelten Menge 50-proz. Methanol gelost, durch neutrales 
Aluminiumoxid filtriert und mit demselben Losungsmittel nachgewaschen. Den Ver- 
lauf einer solchen Anreicherung gibt Fig. 1. Die im experimentellen Teil angegebenen 
ausfiihrlichen Zahlen zeigen, dass die Aktivitat einzelner, in geringerer Menge erhalte- 

5 103 

AWP 

N c )  W - 9  P ' o ~ o . 0 -  

i .  - .  * ' . .  * .  @+hie, uerfolgt an Hand des A W P  
Fig. 1. Auftrennung durch A~uuminiumoxid-Chromato- 

- - - - - - d - "  

Fr. N 

ner Fraktionen nicht ubersehen werden darf. Eine weitere Anreicherung wurde an- 
schliessend mit aktiven Fraktionen an folgenden Ionenaustauschern durchgefiihrt : 
Amberlite IRC-50 (H+), Amberlite IRA-400 (OH-), Dowex 1-X 10 (Cl-), Dowex 

5, Die Wahl dcr Narcosepotenzierung als pharmakologische Testmethode und dic Durchfuhrung 
dcr pharmakologischen Untersuchung erfolgte durch Herrn Dr. W. THEOBALD, J .  R. GEIGY AG, 
Base1 1121. 
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50-W X 12 (H+), Dowex 50 (H+). Dabei beschrankten wir uns zunachst auf 3 Fraktio- 
nen: eluierbar rnit a) H,O, b) 0 , l ~  HCOOH, c )  O , ~ N  HC1 bzw. O , ~ N  NH,. 

H,O-Eluat 

x HC1-Eluat 
~~-~ - HCOOH-Eluat 

1 Amberlite IRC-50 
2 Dourex 1-Xl0 
3 Dowex LX10 
4 Amberlite IRC-50 
5 Imberlite IRA-400 
6 Dovex 50-WX12 
7 Daneu SO 

1 2  3 4 5 6  I 
Fig. 2. Ionenaztstauscher-Behandlung. verfolgt an H a n d  des A W P  

Wie aus Fig. 2 hervorgeht, wurden die besten Anreicherungsgrade mit Dowex 
50-W X 12 (H+) erzielt. Hier waren die Wassereluate pralitisch ohne Aktivitat. Diese 
konnte aber rnit 0,1-2N HCOOH herausgeholt werden, wahrend in Versuchen rnit 
Amberlite IRC-50 der grossere Teil der Aktivitat ins Wassereluat ging. Mit Dowex 
1-X 10 (Cl-) waren die Ergebnisse je nach verwendeter Ausgangsfraktion verschieden. 
Sie waren deutlich besser, wenn die zur Anwendung gelangende Fraktion vorher mit 
verdunntem Ammoniak neutralisiert worden war, oder wenn der Austauscher in der 
Acetat- oder Formiat-Form eingesetzt wurde. 

2 103 + 
l o 3  t A 

Fig. 3. lonenaustauscher-Behandlung mit steigendem 
Ameisensauregradzenten, verfolgt a n  H a n d  des A W P 

I4 

In der Folge haben wir die Gradientenelutionstechnik am Ionenaustauscher ange- 
wandt. Es wurde rnit einem linearen Gradienten rnit Wasser-Ameisensaure in eincr 
im wesentlichen nach GEISS [13] gebauten Apparatur gearbeitet. Ein Reispiel ist in 
Figur 3 dargestellt. Die verwendete Fraktion stammt ebenfalls aus einer Alumininm- 
oxid-Fraktionierung und war zudem rnit Amberlite IRC-59 (H+) vorgereinigt warden. 
Zwei der Fraktionen wiesen eine hohe Aktivitat auf. 

58 
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Ein Zusammenhang zwischen pharmakologischer Aktivitat und den Ergebnissen 
der chemischen Nachweisverfahren konnte auf dieser Stufe noch nicht erkannt werden. 
Schwierigkeiten in der Reproduzierbarkeit, insbesondere sehr starke Schwankungen 
in den Ausbcuten und in den papierchromatographisch nachweisbaren Flecken liessen 
uns eine erhebliche Instabilitat der aktiven Prinzipien vermuten, weshalb wir weitere 
Trennmethoden ausprobierten. 

Dazu dienten Trennversuche an Cellulose-Saulen. In Figur 4 ist ein Trennverlauf 
bei einer aktiven, an A1,0, vorgetrennten Fraktion graphisch dargestellt. Auch hier 
war eine Anreicherung festzustellen. Es traten aber bedeutende Aktivitatsverluste ein 
und die Reproduzierbarkeit war besonders schlecht. 

rn IFI .O I- (o o. Fig. 4 .  Aujtrennversuch an einer Cellulose-Saule, verfolgt an 
m m l n r n  m m m *  
2 " '  * . *  - Hand des A W P  

Fr. N 

4. Korrelation zwischen pharmakologischer Aktivitat und chemischem Nach- 
weis. - In den in den beschriebenen Vorversuchen erhaltenen aktiven Fraktionen 
sprachen auf Farbreagentien bei der papierchromatographischen Prufung besonders 
stark folgende Substanzen bzw. Flecke an (Beispiel: s. Fig. 5 ; Losungsmittelgemisch 
147, WHATnfAN-Papier Nr. 1 absteigend) ; die vorlaufige Bezeichnung dieser Substan- 
Zen mit tc, 

1. Mit Reagens auf Amine: deutlich vier Flecke, alle blau, besonders stark die 
Flecke bei Rf 0,05 (= tlz), 0,15 (= tc) und 0,33-0,36 (= j3). 

2. Mit Ninhydrin: mindestens sieben Substanzen; von diesen treten hervor, Sub- 
stanzen mit den Rf-Werten 0,07 gelb-braun (= tlz), 0,15 obere violett, untere braun 
(= tl), 0,33-0,36 (= p) gelbbraun, wird nach mehreren Stunden langsam violett. 

3. Mit GRoTE-Reagens: drei Flecke Rf 0,07, 0,15, 0,33-0,36, alle blau, bei 0,07 aber 
schwach. 

Die weitere Untersuchung erfolgte hierauf elektrophoretisch (400400 V, 5-10 mA, 
Ameisensaure-Eisessig-Wassergemisch von pH 1,9, Laufzeit 60 Min.). Die Substanzen 
wandern kationisch, wie das nach ihrem Verhalten in den Ionenaustauscherversuchen 
zu erwarten war. Als Beispiel sei die elektrophoretische Auftrennung der Fraktion aus 

6 ,  Bezeichnung siehe Zusammenstellung im experimentellen Teil. 

und tlz ist beigefiigt : 
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einem Cellulosechromatogramm, die der Fig. 5 

a 

(1965) - No. 97 915 

zugrunde lag, aufgefuhrt. Nach Kon- 

Amine 

-1 Ninhydrin 

=@ i GROTE 
gelb-braun 

# braun 

Kf 0,33 0.15 0,07 
Fig. 5 .  Fr. 2a .  71, Lmg 14, WHATMAN Nr. 1 absteigend 

trollstreifen schnitt man Zonen heraus; es ergaben sich vier Hauptzonen und die ver- 
einigten Zwischenzonen. Drei Hauptzonen wurden nun im Losungsmittelgemisch 14 
papierchromatographisch noch einmal aufgetrennt. Daraus gingen wiederum vier 
Hauptzonen hervor, die papierchromatographisch und elektrophoretisch (siehe Fig. 6) 

Zonen 

1 2 3 4  1 2 3 4  

-F$!G: 
Fig. 6 .  Endfraktionen nach kombinierter Papierchromatographie/ 
Pap ierelektrophorese, Pherogramme sek. -4mine GROTE 

charakterisiert wurden. Nicht erklarbar war zunachst die ubereinstimmung der 
Zonen 2 und 4 und das Auftreten der Substanz aus Zone 4 in den Zonen 1 und 3. 

Hierauf wurden derartige aktive Fraktionen aus Vortrennungen teils praparativ 
auf Cellulosekartons chromatographiert, teils papierelektrophoretisch aufgetrennt. 
Die Ergebnisse der pharmakologischen Prufung sind in Figur 7 wiedergegeben : 

2 104 

Fig. 7 .  Pharmakologasche Priifung von durch prdparative 
Papierchromatographie auf Cellulosekartons erhaltenen 
Fraktionen 

AWP ! 
I Ia 

4 :F?: . . .  
10 N 

A = Ausgangsfraktion 
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Daraus ergeben sich folgende Zusammenhange : 
a) Papierchromatographische Kennzeichvzung (Gemisch 14, WHATXAN Nr. 1). 

Ninhydrin: gelb Rf 0,15 und 0,36; gelb-braun 0,24; violett 0 , l l ;  0,14; 0,29; schwache 
Farbung Rf 0,07; 0,09; 0,21 und Startpunkt. Reagens auf Amine: blau Rf 0,08; 0,12; 
0,36 und Startpunkt. - GROTE-Reagens: blau 0,09; 0,15; 0,36. 

Folgende Stoffe fallen durch starke bzw. besondere Farbreaktionen auf (Losungs- 
mittelgemisch 14) : Rf 0,15 und 0,36 gelbe Farbreaktion rnit Ninhydrin. Die genannten 
zwei Stoffe geben auch starke Reaktionen rnit dem Reagens auf Amine und dem 
GRoTE-Reagens. 

b) Papierelektrophoretische Kennzeichnung: Die rnit Ninhydrin gelb reagierenden 
Stoffe haben Laufstrecken von 0,4 und 5,7 cm. Laufstrecken zweier weiterer Stoffe 
sind 1,0 und 3,l cm. 

Pharmakologisch findet sich Hauptaktivitat bei Auftrennung im Losungsmittel- 
gemisch 11 bei Rf 0,05 und 0,2, im Losungsmittelgemisch 14 bei Rf 0,15 und 0,36 
(Hinweis auf die mit Ninhydrin gelb reagierenden Stoffe). Bei der Aufarbeitung zeigte 
es sich, dass in allen Endfraktionen in geringer Konzentration der Stoff rnit Rf 0,36 im 
Losungsmittelgemisch 14 auftrat. Besonders deutlich kam das bei der elektrophoreti- 
schen Untersuchung der Endfraktionen zum Ausdruck (s. Fig. 6). Die Ahnlichkeit der 
papierchromatographischen Eigenschaften der beiden rnit Ninhydrin gelbe Farbungen 
gebenden Substanzen (Rf 0,15 und 0,36) und das Auftreten der gelb farbenden Sub- 
stanz mit dem griisseren Rf-Wert in allen Fraktionen laijst auf eine chemische Ver- 
wandtschaft dieser beiden Stoffe schliessen. Diese beiden pharmakologisch aktiven 
Verbindungen seien als x-Verbindung (kleiner Rf-Wert) und als /?-Verbindung (grosser 
Rf-Wert) bezeichnet. 

Die nicht so eindeutig verlaufenen pharmakologischen Untersuchungen der 
Fraktionen aus den praparativen Papierchromatogrammen konnten ihre Erklarung 
in der Labilitat einer der beiden Verbindungen finden. 

Dieser zunachst nur vermutetc Zusammenhang zwischen der a- (evtl. a,-; siehe 
Seite 914) und der /?-Verbindung ergibt sich definitiv aus folgendem Experiment : 
Ein Tcil eines aktiven Ameisensaureeluates aus Dowex 1-X 10 (Cl-) wurde rnit 0 , 0 4 ~  
Ameisensaure im Rombenrohr zwei Stunden auf 100" erhitzt. Nach Aufarbeitung 
zeigte die elektropherographische Prufung (s. Fig. 8), dass die vorher in starker Kon- 
zentration vorhandene a-Verbindung verschwunden war und dafur die /?-Verbindung 
in vie1 grosserer Konzentration auftrat. Hinweise auf einen Zerfall der u-Verbindung 
in mehrere Bruchstucke ergaben sich in dem komplexen Gemisch nicht eindeutig. 

- 5 , 4 7  

Fig. 8. Urnwandlung von ci in durch Behandlung mzt HCOOH 
I = vor Behandlung rnit HCOOH; 2 = nach Behandlung rnit HCOOH, Spruhmittel Ninhydrin 

13ei einer Wiederholung dieser Urnwandlung in grosserem MaSstab erhitzte man 
die Substanz 2,5 Stunden auf dem siedenden Wasserbad mit 0 , 0 4 ~  Ameisensaure. 
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Das pH der Losung blieb dabei unverandert. Aus dem Pherogramm war ersichtlich, 
dass die u-Verbindung auch hicr umgewandelt worden war. 

Diese Erkenntnis erlaubte, eine endgiiltige Korrelation zwischen 1-Verbindung = 

Muscimol und pharmakologischer Aktivitat aufzustellen : In einer aktiven Fraktion 
aus einer Dowex 1-X 10 (Cl-)-Auftrennung wurde durch Erhitzen in verdunnter 
Ameisensaure wie beschrieben die u- in die 8-Verbindung umgewandelt . Das Umwand- 
lungsprodukt und seine Begleitstoffe verteilte man darauf an Kieselgel-Celite im 
LosungsmittelZ6. Damit gelang eine gute Anreicherung des Muscimols. Die Reindar- 
stellung gelang durch Chromatographie an Aluminiumoxid (s. Figur 9) und Kristalli- 

0 Ather-unlosliche Anteile 

gelb a I HCOOH-Eluat aus Dowex 1-X10 (C1-) 

Hydrolysat 

Kieselgel-Celite-Verteilung 4 
Aluminiumoxid-Chromatogramm 

Fig. 9. Reinigung von Muscitnol 

sation aus Wasser-Methanol. Die papierchromatographisch und elektrophoretisch 
einheitliche Substanz wies bei 2 mg pro kg s. c. die sehr hohe Aktivitat von > 1000% 
(Dauer der Seitenlage) auf. Damit war ein Ziel dieser Arbeit erreicht, auch wenn alles 
dafur spricht, dass Muscimol kein genuiner Inhaltsstoff des Fliegenpilzes ist, sondern 
wahrend der Isolierung aus einer labilen Vorstufe entsteht. 

5. Praparative Isolierung von Muscimol. - Zur Isolierung grosserer Mengen von 
Muscimol konnte auf Grund der gewonnenen Erfahrungen ein vereinfachter Tren- 
nungsgang angewendet werden : frisches Pilzmaterial wurde wie beschrieben rnit 
Alkohol aufgearbeitet und darauf rnit Ather entfettet (die Butanolextraktion wurde 
weggelassen). Nach Abpuffern mit verdunntem Ammoniak wurde die Losung an 
Dowex 1-X 10 (Cl-) perkoliert. Nach grundlichem Auswaschen der Austauscher- 
kolonne rnit Wasser und Elution der aktiven Fraktionen mit verdunnter Ameisen- 
saure wurde das gesamte erhaltene Eluat in verdunnter Ameisensaure bis zum Ver- 
schwinden der a-Fraktion auf dem Wasserbad erhitzt. Nach der so erreichten Um- 
wandlung der labilen Substanz in die stabilere wurde die Losung im Vakuum einge- 
dampft und der Ruckstand in 50-proz. Methanol an der 30-fachen Menge Aluminium- 
oxid chromatographisch aufgetrennt. Die Muscimol-haltigen Fraktionen wurden 
vereinigt (sie enthielten noch 5 andere, ninhydrinpositive Substanzen) und durch 
Verteilung an Kieselgel aus dem Gemisch Nr. 26 weiter aufgetrennt (siehe Fig. 10). 
Die ubrigen Ninhydrin-positiven Stoffe waren bis auf Spuren eines Stoffes entfernt. 
Bei dem in der ersten Fraktion auftretenden Stoff rnit gelber Ninhydrinfarbung 
handelt es sich wahrscheinlich um Prolin. 
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Ausgangsf rakt 

Fr. Za. 103 

Fig. 10. Kieselgelverteilung 
Spriihmittel Ninhydrin 

Die an Muscimol angereicherte Fraktion stellte nach dem vollstandigen Ab- 
dampfen des Losungsmittels eine olige unangenehm riechende Masse dar. Die riechende 
Verunreinigung liess sich durch mehrmalige Extraktion der wasserigen Losung mit 
Ather beseitigen, gleichzeitig wurde die Losung merklich aufgehellt. Nach Behandlung 
mit Norit wurde sie konzentriert und mit Athanol bis zur Trubung versetzt, worauf 
beim Stehen Muscimol in farblosen Kristallen (siehe Fig. 11) auskristallisierte. 

Fig. 11. Krastallisiertes Muscimol 

100 

x + 

T 
0 

7 15 P 13 1 3 5 9 11 

Fig. 12. IR.-Spektrum von Muscarno1 (in KBr) 
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6. Eigenschaften des Muscimols. - Das Muscimol der Formel C,H,O,N, (laut 
Verbrennungsanalysen und Mo1.-Gew.-Bcstimmungen) ist farblos und kristallisiert 
aus Wasser-Methanol in nadeligen Kristallen (s. Fig. 11) vom Smp. 155-156". Es ist 
in Wasser sehr leicht, in Methanol schwer und in absolutem Athanol unloslich. In  
Papierchromatogrammen zeigt die Verbindung mit Ninhydrin eine intensiv gelbe 
Farbung, die sich nach mehreren Stunden uber braunlich nach violett verfarbt ; 
letztere Farbe ist dann bestandig. Die Gelbfarbung auf dem Papier kann zu einer halb- 
quantitativen Bestimmung ausgenutzt werden. Mit dem GRoTE-Reagens ') tritt sofort 
nach der Entwicklung rnit Wasserdampf eine stark blaue Farbe auf. Da die Verbin- 
dung keinen Schwefel enthalt - das GRoTE-Reagens ist ursprunglich zum Nachweis 
schwefelhaltiger Substanzen entwickelt worden -, muss es sich urn eine Reaktion rnit 
einer speziellen Gruppierung handeln. Die Farbungen sind langere Zeit haltbar, wenn 
das Papier keine Saure enthalt. Die Prufung auf Amine fallt am Muscimol rnit blauer 
Farbe stark positiv aus. Die unteren Nachweisgrenzen bei elektrophoretischer Unter- 
suchung betragen ungefahr : Ninhydrin, 0,1 pg ; GRoTE-Reagens, 1,0 pg. 

In der Papierelektrophorese (550 v ,  5 mA, Puffer pH = 1,9, WHATMAN-PaPIer 
Nr. 1, Zimmertemperatur, 60 Min.) hat die Substanz eine Laufstrecke von 5,4-5,7 cm. 
In  Papierchromatogrammen (WHATMAN Nr. 1, absteigend) betragen die Rf-Werte: 
rnit Gemisch 14 0,35, rnit Gemisch 16 0,11 und mit Gemisch 11 0,07. 

Die Verbindung zeigt im UV. nur sehr kurzwellige Absorption. Ihr 1R.-Spektrum 
ist in Fig. 12 abgebildet. Sie ist optisch inaktiv. 

Die Autoren haben folgenden Personen zu danken : den Herren R. GOOD, D. MON- 
NEY, U. BIRCHLER und P. ASCHWANDEN fur Mithilfe bei den Aufarbeitungen der 
Fliegenpilze; der Firma J. R. GEIGY AG, Basel, fur finanzielle Unterstutzung ; Herrn 
Dr. W. THEOBALD fur die Durchfuhrung der pharmakologischen Untersuchungen, 
sowie fur die Uberlassung der Resultate; Herrn Dr. R. DENSS fur vielfaltige Hilfe. 

Experimenteller Teil 
A. Methodisches. - Papierchromatographie: Verwendet wurden WHATMAN-Papier Nr. 1, 3 

LGsungsmitteZgemische (die Zahlen bedeuten Vo1.-Teile) : 
und 4. Cellulosepulver WHATMAN, Standard Grade. 

Lmg. 11 : n-Butanol-Pyridin-Wasser, 2 : 1 : 1, 
Lmg. 14: s-Butanol-Aethanol (95-proz.)-Eisessig-Wasser, 15 : 5 : 1 : 5, 
Lmg. 16 : s-Butanol-Aethanol (95-proz.)-Ammoniak aq. (verd. 1 : 9). 3 : 1 : 1, 
Lmg. 25 : n-Butauol-Wasser (gesattigte obere Phase), 
Lmg. 26: n-Butanol, gesattigt rnit gleichem Volumen 0 , 0 4 ~  Ameisensaure, obere Phase 

Spruhmittel: 1) Modifiziertes DRAGENDORFF-Reagens [14]. 
2) Reagens auf Amine [15]. Bei Anwesenheit von primaren und vor allem sekundaren Aminen 

(eventuell auch Amiden) treten sofort nach dem Spriihen intensiv blau gefarbte Flecke auf. Ent- 
halt das Papier Sauren, so konnen Flecke rnit gelber oder griiner Farbe auftreten. Dieses Reagens 
spricht schon auf wenige pug der Verbindungen intensiv an. 

3) GRoTE-Reagens [16]. Substanzen, die mit diesem Reagens ansprechen, werden nach dem 
Bespruhen und nach der Einwirkung von Wasserdampf blau, griin oder rot gefarbt. 

5) Ninhydrin : O,2-proz. Losung in 95-proz. n-Butanol und 5-proz. Essigsaure. 
6 )  Phenylheptatrienal. In letzter Zeit sind fur den papierchromatographischen Nachweis von 

Indol-Verbindungen neben p-Dimethylaminobenzaldehyd (EsRLrcH-Reagens) noch Zimtaldehyd 
(WIELAND [17]) und p-Dimethylaminozimtaldehyd (HARLEY-MASON [la]) vorgeschlagen worden. 

') Auf das GROTE-Reagens zum Nachweis spezieller Inhaltsstoffe des Fliegenpilzes hatten wir 
bereits 1956 [8] hingewiesen. 
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Wir haben cinige o-Phenyl- und w-Furyl-polyenale [19] auf ihre Brauchbarkeit fur diesen 
Nachweis untersucht. Dabei zeigte Phenylheptatrienal besonders grosse Empfindlichkeit. Es bildet 
mit Indolcn in stark saurcm Bereich intensiv hlau gefarbte Verbindungen. Mit anderen Verbin- 
dungsklassen, deren Natur noch zu ermitteln ist, konnen rote bzw. gelbe Farbungen auftreten. 
Wenigc p g  von Indolverbindungen lassen sich papierchromatographisch noch erfassen. Zur Aus- 
fuhrung der Reaktion werden die entwickeltcn und getrockneten Chromatogramme mit einer 0 , l -  
proz. Losung von Phenylheptatrienal in Methanol bespriiht. Dann bringt man die Chromato- 
gramme methanolfeucht in einc Chlorwasserstoff- Atmosphare. Bei genugend hoher Konzentration 
an Chlorwasscrstoff werden die Flecke von Indol-Derivaten sofort blau. Anstelle des Einbringens der 
Chromatogramme in eine Chlorwasserstoff-Atmosphare kann man auch dirckt rnit einer methano- 
lischen Reagenslosung bespriihen, die zuvor unter Eiskuhlung annahernd rnit trockcnem Chlor- 
wasserstoff gcsattigt wordcn war. So wcrden die Konturen cler Flecke oft scharfer. Nachteilig ist 
aber die geringe Haltbarkeit der mit Chlorwasserstoff gesattigten Reagenslosung. 

Papierelektvophorese: Papierstreifen 7 x 36 cm; Puffer pH 1,9; Eisessig-Ameisensaure (98- 
proz.) - Wasscr (3  : 1 : 16) : Zimmertempcratur; Laufzeit 60 Min. ; Spannung und Stromstarke bei 
WHATMAN Nr. 1 550 V, 5 mA und bei WHATMAN Nr. 3 540 V, 12 mA. 

KELLER-f?eaktio,n [201. 
Es aurclcn ausserdem verwcndet : Aluminiumoxid, neutral, u WOELM )>. Fur Kieselgel-Celite- 

\rerteihxig : Kaeselsuuve 100 mesh nach RAMSAY-PATTERSON (MALLINCKRODT) : Ceiite. Fur Kiesel- 
gel-Verteilung: Kieselgel QbfERCK)),  0.2-0,5 mm, fur Saulenchromatographie. 

B. Allgemeine Aufarbeitung (s. Schema). - 457 kg frische Pilze, die man im Herbst 
1958 im Sudschwarzwald gesammelt hatte, wurdcn sofort nach Eingang in einem Turmix unter 
95-proz. Athanol zu cinem fcinen Brei zerhackt. Nach mehreren Std. Stehcn nutschte man den 

A llgemeines A ufarbeitungsschema 

Ather-losliche 
4nteile ~- 

I Frischpilze I 
I 

2 X Auszug rnit 
Aeth ylalkohol, 

eindampfen 

Ather-unlosliche 
Anteile 

I I ,’ I 
I I’ , 

Verteilung zwischen Aluminiumoxid- 
zwei fliissigen Phasen Chromatogramm I1 
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alkoholisch-wasserigen Brei ab und behandelte den Ruckstand erncut mit Athanol. Im Durch- 
schnitt vcrbrauchte man 1.5 1 khan01 pro kg frischer Pilze. 

Die Filtrate waren zu Anfang durch den Farbstoff (Muscarufinr intensiv rot gefarbt, verfarb- 
tcn sich jedoch bald nach braun. Die Losung wurde in einem Diinnschicht-Eindampfer (Labortyp 
der Firma LUWA AG, Zurich) stark konzentriert. Bei Teilvakuum regulierte man den Zufluss der- 
art, dass die Temperatur des ausfliessenclen Konzentrates zwischen 25" und 30" lag. Die so erhalte- 
nen 40 1 Konzentrat, die nur noch wenig Athanol enthielten, wurden bei 12 Torr im Rotationsver- 
dampfer zu siruposer Konsistenz eingeengt. Zum Sirup gaben wir so vie1 Wasser, als zur Losung 
erforderlich war (ca. 20-proz. Losung) und atherten dann diese Losung aus (Weg 7 ) .  Hier war fur 1 1 
20-proz. Extraktldsung 1 1 Ather erforderlich. Nach Abdampfen des Athers blieben die utherlosli- 
chen A nteile als braune olige Masse zuruck. Die atherunloslichen Anteile der Wasserphase konzen- 
trierte man im Rotationsverdampfer zu einer ca. 50-proz. Losung, die man nach Weg 2 aufarbei- 
tete. 

Weg 2. (Extraktion rnit wassergesattigtem n-Butanol). 1 1 einer 40-proz. wasserigen Losung der 
atherunloslichen Anteile wurden mit je 500 ml wassergesattigten n-Butanols so oft extrahier t, bis 
die KELLER-Reaktion rnit der oberen Phase negativ ausfiel. Dazu waren 5-6 1 der Butanol-Phase 
erforderlich. Nach Abdampfen (40", 12 Torr) verblieben 92,5 g n-butanolloslicher Anteile als un- 
durchsichtige, braune, zahe Masse. Die n-butanolunloslichen Anteile wogen 310 g. 

Rehandlung des n-Butanolloslichen (Weg 2 b )  I. Aluminiumoxidchromatogramm 11. Die Losung 
von 30 g n-butanolloslichen Anteilen in 150 ml Losungsmittelgemisch 2.5 wurde auf eine rnit dem 
gleichcn LGsungsmittelgemisch klimatisierte Saule von 2,6 kg neutralem Aluminiumoxid aufge- 
tragen und rnit diesem Liisungsmittel eluiert. Es wurden je Glas 20 ml aufgefangen. Bis Glas 90 
blieb die KELLER-Reaktion negativ, dann t ra t  kirschrote Reaktion auf, deren Intensitatsmaximum 
zwischen den Glasern 110 und 120 lag. Zwischen den Glasern 550 und 780 war die KELLER-Reak- 
tion violett. Die auslaufende Losung zeigte unter UV.-Licht zwischen den Glasern 70 und 115 
grau-grune, zwischen 115 und ca. 630 blaue, zwischen 630 und 770 intensiv griine und ab Glas 770 
wieder blaue Fluoreszenz. 

In  der Saule war eine scharfe gelbe Zone sichtbar, die nur sehr langsam wanderte. 
Die Fraktionen wurden nach dem Ergebnis der Papierchromatographie (siehe Figur 13) zu 

Gruppen vereinigt. Man untersuchte jedes 5. Glas. (Spriihmittel : Phenylheptatrienal, Ninhydrin 
und Dragendorff.) 

Fr. 2 b  1 G1. 1- 69 1.44 g 6 G1. 366-500 1,77 g 

3 G1. 90-130 0,92 g 8 G1. 541-700 4,40 g 
2 G1. 70- 89 0,50 g 7 G1. 501-540 0,50 g 

4 G1. 131-152 1,46 g 
5 G1. 153-365 8,80 g 

9 G1. 701-780 2,30 g 

Narkosefiotenzierung Maus: 

F r . 2 b :  2D.d.S.8) 50mg/kgs.c.-50% 3D.d.S. 40mg/kgs.c.-100~'  
,4.T.S8) 5 0 m g / k g s . ~ . - 7 3 ~ ~  A.T.S. 40mg/kgs.c.-100% 

Behandlung des n-Butanolunloslichen (Weg 2 a); Aluminiumoxidchromatogramm I. 235 g n- 
Butanolunlosliches wurden in 500 ml 50-proz. Methanol gelost und uber 235 g neutralem Alumi- 
niumoxid filtriert. Man wusch so lange rnit dem gleichen Liisungsmittel nach, bis das Filtrat sub- 
stanzfrei war. Nach Eindampfen des Filtrates verblieben 208 g dicker brauner Sirup. Die Losung 
dcs Sirups in 300 ml 50-proz. Methanol wurde auf eine Saule rnit 3,5 kg neutralem Aluminiumoxid 
aufgetragcn und dann mit demselben Lasungsmittel entwickelt. Fraktionen von je 25 ml. Die Zu- 
sammennahme der Fraktionenglaser erfolgte schematisch zu je 30 Glasern : 

Fr. 2a :  12 G1. 1- 30 4,6 g 17 G1. 151-180 3,2 g 
13 G1. 31- 60 102.0 g 18 G1. 181-210 2,4 g 
14 G1. 61- 90 17,l g 19 Gl. 211-240 2.3 g 
15 GI. 91-120 9.8 g 20 G1.241-281 3.25 g 
16 G1. 121-150 4.6 g 21 Eluat 6 1  8.2 g 

*) D.d.S. = % Anderung der Dauer der Seitenlage; A.T.S. = yo Anderung der Anzahl Tiere in 
Seitenlage. 
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itbersichtschromato~rum~e 

Aluminiumoxid-Chromatogramm 11 

Spriihmittel 

DRAGENDORFF-ReagenS 

I em9 

Phenylheptatrienal i I 

0 I 
Ninhydrin 

Fr. 2b. 1 

. 2. 

. 3  

. 4  

. 5  

.6 

. 7  

.8 

. 9  

Fr. 2b. 1 

. 3  

. 4  

. 5  

.b 1 - 7  
! :  . .  

.a  

. Y  
1 
i 

0 0 . 2 7  

0 

. 2  

. 3  

. 4  

1 0 
I -  QooO I 

Fig. 13. Losungsmittelgemisch 14, WHATMAN Nr. 1, absteigend 

. 5  

.6 

.7 

. a  

. Y  

Narkosepotenzaerung Maws : 

Fr. 2 a :  12 D.d.S. 50 mg/kg s.c.+283% 
A.T.S. 50 mg/kg s.c.+ 11% 

13 D.d.S. 50 mg/kg s.c.+133% 
A.T.S. 50 mg/kg S.C. - 26% 

14 D.d.S. 50 mg/kg S.C. + 183% 
A.T.S. 50 mg/kg S.C. 26% 

15 D.d.S. 50 mg/kg s.c.f 0% 
A.T.S. 50 mg/kg S.C. - 26% 

16 D.d. S. 50 mg/kg S.C. + 167% 
A.T.S. 50 mg/kg s.c.+ 83% 

17 D.d.S. 50 mg/kg S.C. + 150% 
A.T.S. 50 mg/kg s.c.+ 11% 

18 D.d.S. 50 mg/kg S.C. 0% 
A.T.S. 50 mg/kg S . C .  + 75% 

19 D.cl.S. 50 mg/kg S.C. - 23% 
,4.T.S. 50 mgjkg s.c.+ 25% 

20 D.d.S. 50 mg/kg s.c.- 11% 
A.T.S. 50 mg/kg s.c.+ 25% 

21 D.d.S. 50 mg/kg s.c.- 23% 
A.T.S. 50 mg/kg S.C. - 25% 
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Ionenaustauscher- Behandlung 
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a) Ambcrlite IRC-50 (H+) : Saule 2 X 20 cm, 680 mg 2a. 9 in Wasser gclbst. 
1) Wasser-Eluat 0,510 g Fr. 2a. 22 
2) 0,l N Ameisensaure-Eluat 0,115 g Fr. 2a. 23 
Dowex 1 - X 10 (Cl-) : Saule 2 X 20 cm, 483 mg 2a. 9 in Wasser gelost-. 
1) Wasser-Eluat 0,360 g Fr. 2a. 24 
2) 0,l N Ameisensaure-Eluat 0,062 g Fr. 2a. 25 
3) 0 , l  N Salzsaure-Eluat 0,027 g Fr. 2a. 26 
Dowex l-XlO(Cl-): Saule 2 X 20 cm, 700 mg 2a. 10 in Wasser gclost 
1) Wasser-Eluat 0,395 g Fr. 2a. 27 
2) 0,l N Ameisensaure-Eluat 0,249 g Fr. 2a. 28 
3) 0,1 N Salzsaure-Eluat 0,014 g Fr. 2a. 29 
Amberlite IRC-50(H+) : Saule 2 X 20 cm, 750 mg 2a. 10 in Wasser gelost 
1) Wasser-Eluat 0,386 g Fr. 2a. 30 
2) 0,l N Ameisensaure-Eluat 0,300 g Fr. 2a. 31 
Amberlite IRA-400 (OH-) : Saule 2 X 20 cm, 600 mg 2a. 10 in Wasser gelost 
1) Wasser-Eluat 0,234 g Fr. 2a. 32 
2) 0,l  N Ammoniak-Eluat 0,004 g Fr. 2a. 33 
3) 1 N Ammoniak-Eluat Spuren Fr. 2a.  34 
Dowex 50-WX12 (H+): Saule 2 x 20 cm, 450 mg 2a.  10 in Wasser gelost 
1) Wasser-Eluat 0,148 g Fr.2a. 35 
2) 0,1 N Ameisensaure-Eluat 0,022 g Fr. 2a. 36 
3) 0,l N Salzsaure-Eluat 0,028 g Fr. 2a. 37 
Dowex 50(H+): Saule 2 X 27 cm, 410 mg 2a. 10 in Wasser gelost 
1) Wasser-Eluat 0,113 

b) 

c) 

d )  

e) 

f )  

g) 

2) 0,1 N Ameisensaure-Eluat 0,109 g 
3) 0,1 N Salzsaure-Eluat 0.075 g 

Fr. 2a. 38 
Fr. 2a. 39 
Fr. 2a. 40 

Narkosepotenzaerzlng Maus : 

Fr. 2a: 22 D.d.S. 10 mg/kg S.C. - 

A.T.S. - 

23 U.d.S. ~ 

A.T. S. - 

24 D.d.S. - 

-4.T.S. - 

25 D.d.S. 10 mg/kg S.C. + 160% 
A.T.S. 10 mg/kg S.C. >+ 200% 

26 D.d.S. - 

A.T.S. - 

27 D.d.S. - 

A.T.S. - 
28 D.d.S. 10 mg/kg S.C. + 320% 

A.T.S. 10 mg/kg S.C. + 167% 
29 D.d.S. - 

A.T.S. - 

30 D.d.S. 10 mg/kg S.C. + 200% 
A.T.S. 10 mg/kg S.C. >+ 233% 

31 D.d.S. - 
A.T.S. - 

32 D.d.S. 10 mg/kg S.C. 
A.T. S. - 

33 D.d.S. - 

A.T.S. - 

34 D.d.S. - 
A.T.S. - 

- 

50 mg/kg S.C. + 140% 
50 mg/kg S.C. + 85% 
50 mg/kg S.C. + 80% 
50 mg/kg S.C. + 52% 
50 mg/kg S.C. + 220yo 
50 mg/kg S.C. + l00yo 
50 mg/kg S.C. + 900% 
50 mg/kg S.C. >+ 233% 
SO mg/kg S.C. + 260% 
50 mg/kg S.C .  - 33% 
50 mg/kg S.C. + 240% 
SO mg/kg S.C. + 167% 
50 mg/kg S.C. + 1980% 
50 mg/kg S.C. + 183% 
50 mg/kg S.C. 

50 mg/kg S.C. + 960% 
50 mg/kg S.C. >+ 233% 
50 mg/kg S.C. + 60% 
50 mg/kg S.C. + 67% 
SO mg/kg S . C .  + 1200/, 
SO mg/kg S.C. + 67% 

- 

- 

- 
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Fr. 2a :  35 D.d.S. - 50 mg/kg S.C. + 33% 
A.T.S. - 50 mg/kg S.C. + 11% 

36 D.d.S. 10 mg/kg S.C. > + 2900% - 

A.T.S. 10 mg/kg S . C .  >+ 270% - 

37 D.d.S. - 50 mg/kg S . C .  + 83% 
50 mg/kg S.C. + 85% A.T.S. - 

38 D.d.S. - 50 mg/kg S.C. - lOOyo 
A.T.S. - 50 mg/kg S . C .  - 100% 

50 mg/kg S.C. + 67% 39 D.d.S. - 

A.T.S. - 50 mg/kg S.C. + 48% 
40 D.d.S. - 50 mg/kg S.C. + 50% 

A.T.S. - 50 mg/kg S.C. + 159% 

Cellulose-Chromatogramm. Herkunft der Ausgangsfraktion: n-Butanolunloslicher Ruckstand 
wurde nach Filtration iiber Aluminiumoxid in der beschriebenen Weise rnit Amberlite IRC-50 (H+) 
behandelt. Der Ruckstand des Wassereluates ging in eine Behandlung mit Dowex 1-X10 (Cl-). 
Das hieraus hervorgehende Ameisensaureeluat wurde in das Cellulose-Chromatogramm eingesetzt 
(4,9 8). Wir verwendeten 1000 g rnit Usungsmittelgemisch 11 klimatisierte Cellulose. Aufgefangen 
wurden Fraktionen von je 25 ml. Die Kontrolle erfolgte papierchromatographisch (WHATMAN 
Nr. 1, Lmg 11, absteigend; Ninhydrin als Spriihmittel). Die angegebenen Rf-Wertc beziehen sich 
auf die Hauptflecke. 

Fr. 2a :  61 G1. 1- 90 1,43 g Rf 0,65 
62 G1. 91- 95 0,17 g Rf 0,65-0,45-0,22 
63 G1. 96-107 0.28 g Rf 0,40-0,22 
64 G1. 108-115 0,26 g Rf 0,35-0.22 
65 G1. 116-128 0,80 g Rf 0,32-0,22 
66 G1. 129-140 0,63 g Rf 0,24 
67 G1.141-164 0.64 g Rf 0,244.03 
68 GI. 165-190 0,30 g Rf 0,16-0,03 
69 G1. 191-200 0,lO g Rf 0,09-0,03 
70 G1. 201-260 0,45 g Rf 0,07-0,03 
71 G1. 261-315 0,21 g Rf 0.07-0,03 

Narkosepotenzierwng Maws: 
Fr. 2 a :  68 D.d.S. 10 mg/kg S.C. - 50 mg/kg S.C. - 100% 

A.T.S. - 50 mg/kg S.C. - 100% 
69 D.d.S. - 50 mg/kg S.C. - 100% 

A.T.S. - 50 mg/kg S.C. - 100% 
70 D.d.S. 10 mg/kg S.C. + 240% 50 mg/kg S.C. + 1820y0 

A.T.S. 10 mg/kg S . C .  - 50% 50 mg/kg S.C. + lOOyo 
71 D.d.S. 10 mg/kg S.C. + l l S O ~ o  - 

A.T.S. 10 mg/kg S . C .  >+ 150% - 

Priiparative Papierchromatographie und PapierelektroFhorese: 0.1 g der Fraktion 2 a. 70 aus 
dem Cellulose-Chromatogramm, in 0,5 ml Methanol gelost, wurde nach beschriebener Technik an 
mehreren Bogen WHATMAN Nr. 3 im Losungsmittelgemisch 14 absteigend chromatographiert. Ent- 
wicklung der Kontrollstreifen mit dem Reagens auf Amine und dern GRoTE-Reagens. Anschlies- 
send elektrophoretische Auftrennung der Substanzen mit Rf-Wert bis 0,5. Resultat (Aminreagens) : 

Papier- Farbung rnit Rf Farbung mit 
Elektrophorese Aminreagens Lgm 14 GROTE-Reagens 

Zone 1 11,3 rng 0,2-1,0 cm blau 0,07 blau u 
Zone 2 - 1,5-1,9 cm gelb (0,09)-0,33 blau 
Zonc 3 15,7 mg 3 ,04 ,0  cm blau 0,11 blau u2 
Zone 4 8,2 mg 5,245.2 cm blau 0.33 blau 
Zwischenzonen 49.4 mg 

Die Ubereinstimmung der Rf-Werte der Zonen 2 und 4 war zunachst nicht erklarbar. 
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Erkennen e k e s  Zusammenhanges zwischen der a- und ,%Verbindung. - a) Vorvcrsuch zu Figur 8 
(S. 916) : 2 mg Amcisensaureeluat aus der Austauscherbehandlung an Dowex 1-X10 (Cl-) wurden 
rnit 0,5 mlO,O4~ Ameisensaure in einem kleinen Bombenrohr 2 Std. auf 100' erwarmt. Nach Ab- 
dampfen der Saure zeigtc die papierchromatographischc und clcktrophorctische Untersuchung des 
Riickstandes, dass die a-Verbindung verschwunden war, dafiir aber die Konzentration der B-Vcr- 
bindung zugenommen hatte. 

b) Ein analoges Resultat wurdc an einer weitgehend angcreicherten a-Fraktion erzielt. 
c) Praparativer Versuch an den atherunloslichen Anteilen (s. Figur 9, S. 917) : 1.65 g Ather- 

unlosliches wurden in 40 ml 0 , 0 4 ~  Ameisensaure 2.5 Std. auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. 
Im Gcgensatz zur Ausgangsldsung besass die erhaltene Ldsung cinen unangenehmen Geruch, der 
aber nach dem Ahdampfcn der Saure verschwand. Im erhaltenen Riickstand (1.40 g) war clektro- 
phoretisch keine a-Verbindung mehr festzustellen. E r  diente zu einem Vorversuch zur Isolierung 
des kristallisierten Muscimols. 

C. Isolierung und Kristallisation des Muscimols. - a) Dowex-Behandlung: 600 g ather- 
unlaslichc Anteile wurden in zwei Portionen iiber je 4,2 1 Dowex 1-X 10 (Cl-) nacheinander .mit 
Wasser und 0,l N Ameisensaure perkoliert, was insgesamt 15 1 Wasser und 10 1 1 N Ameisensaure 
erfordertc. Nach Eindampfcn verblieben: 310 g Wasscr-Eluat, Fraktion 2a. 98, und 80 g Amcisen- 
saureeluat, Fraktion 2a 99. 

Die 80 g Saure-Eluat wurden in 500 mlO.04~ Ameisensaure 2,5 Std. auf dem siedenden Was- 
serbad crhitzt. Nach Eindampfen dieser Losung lostc man den Riickstand in 200 ml 50-prOz. 
Methanol und filtrierte mit dem glcichen Losungsmittel iiber 800 g neutralem Aluminiumoxid bis 
zur Substanzfreihcit des Ablaufenden. Abdampfriickstand des Filtrates 64 g. 

b) Aluminiumoxidchrornatogra~hi~: 64 g Filtratruckstand in 250 ml 50-prOz. Methanol wurden 
auf cine rnit dem gleichen L6sungsmittel klimatisiertc Saule von 2 kg ncutralem Aluminiumoxid 
aufgetragen und rnit 50-proz. Methanol eluicrt. Das Eluat (Glascr zu je 25 ml) wurde nach Ergeh- 
nis der Papierelektrophorese zusammengenommen, wobei die B-Verbindung in der dritten Frak- 
tion neben mindcstens noch fiinf anderen Stoffen (Ninhydrin-positiv) angereichert war: Fr. 2 a. 
100, G1. 14-104, 18,s g ;  Fr. 2a. 101, GI. 105-300, 24,7 g ;  Fr. 2a. 102, G1. 301-430, 3,9 g. 

c) Kieselgelverteilung; 350 g Kieselgel wurden rnit der unteren Phase des Losungsmittelgemi- 
sches 26 in einc Saule eingeschlammt und anschliessend rnit der ohcren Phase des gleichen Losungs- 
mittclgemisches klimatisiert bis der Auslauf klar war. Das Kieselgel sah dann homogen aus. 3,8 g 
der Fraktion 2a. 102 vcrsctzte man mit 10 ml der oberen Phase des Losungsmittclgemischcs 26 
und trug ohne auf die Phasentrennung zu achten auf die Saule auf. Fraktionen zu je 15 ml; papier- 
elektrophoretische Kontrolle (Ninhydrin) : 

Fr. 2a :  103, G1. 10- 35 0,45 g Starkste Ninhydrinrcaktion bci 
104, GI. 3 6  90 0,% g 3,2 cm 
105, G1. 91-115 0,69 g 3,2-3,7 cm 
106, G1. 116-170 0,53 g 3.7 cm 
107, G1. 171-340 0.53 g 5.4 cm 

Die Fraktion 2a. 107 loste man in 10 ml Wasser und zog die Losung 10mal rnit je 10 ml Ather 
aus. Dcr durch Eindampfcn erhaltcne Lthcrunldsliche Anteil (0,41 g) stellte eine helle, amorphe 
Masse von weitgehend reinem Muscimol dar. 

d) KristaZZisation des MuscimoZs; Die wasserige Usung von 500 mg Rohmuscimol wurde rnit 
Norit entfarbt und dann stark eingeengt. Zur heisscn Losung gab man Athanol bis zur Triibung, 
impftc an und liess langsam abkiihlen. Man erhielt 220 g schwach gelbliches Muscimol, das bei er- 
neuter Umkristallisation aus sehr wenig Wasser und Methanol farblose, spitze Nadcln vom Smp. 
155-156" (Zers.) ergab. Aq. Gew. gcf. 117 (potentiometrischc Titration) ; Mo1.-Gcw. gef. 108 (kry- 
oskopisch in Wasser). 

C,H,O,N, Ber. C 42.10 H 5,30 N 24,55 0 28.05% 
(114,lO) Gef. ,, 42,09; 42,07 ,, 5,71; 5,84 ,, 23,83; 24,45 ,, 28,65% 

Ubereinstimmende Verbrennungswertc waren nur nach guter Trocknung im Hochvakuum 
(24 Std., 70", 10" Torr) zu erzielen. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Es wird die Isolierung einer Substanz mit stark narkosepotenzierender Wirkung, 
des Muscimols C,H,O,N,, Smp. 155-156", aus dem Fliegenpilz (Amanita rnuscaria 
(L. ex FR.) HOOKER) beschrieben. Die Substanz hat salzartigen Charakter (Retain). 
Muscimol ist kein genuiner Inhaltsst off des Fliegenpilzes, sondern entsteht bei der 
Aufarbeitung aus einer labilen Vorstufe, die ahnliche pharmakologische Wirkungen 
aufweist. Der Nachweis dieser Verbindungen in Papierchromatogrammen und in 
Elektropherogrammen wird beschrieben. Sie sprechen mit Ninhydrir? grlb, mit 
GROTE'S Reagens blau an. Als empfindliches Nachweismittel fur Indole auf Papier- 
chromatogrammen wird Phenylheptatrienal eingefuhrt. 

Organisch-Chemisches Institut 
der Universitat, Zurich 
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