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Studies on the biosynthesis of muscarine in mycelial cultures of Clitocybe rivulosa
Summary

The incorporation and distribution of several 14C-labelled simple compounds into
muscarine has been investigated with mycelial cultures of Clitocybe rivulosa. Speci-
fically, the carbon atoms 1, 2 and 3 of pyruvate are incorporated into CHz—C(2),
C(2) and C(3), and the carbon atoms 2, 3 and 4 of glutamate into C(4), C(5) and
CH2-C(5) of muscarine. The carbon atoms | and 5 of glutamate are lost during the
biosynthesis. Therefore, muscarine can be regarded as a derivative of glutamate.

Uber die Biogenese des Muscarins (1=Muscarinchlorid) bestehen erst Hypo-
thesen?), deren experimentelle Uberpriifung bisher erfolglos verlaufen ist5). Signifi-
kant ist der Nachweis, dass alle bis heute isolierten Muscarine an C(2) (S)-Konfi-
guration aufweisen [8]%). Schwierigkeiten bieten vor allem folgende Eigenheiten der
Muscarin-produzierenden Organismen: a) die meisten sind Mykorrhizapilze mit
teilweise schr enger Wirtsspezifitit und lassen sich nur mit grosser Miihe in vitro
kultivieren; b) solche Kulturen wachsen sehr langsam, und Muscarin wird, wenn
iiberhaupt, nur in dusserst geringer Menge gebildet; c) Einbauversuche an Frucht-
kérpern am natiirlichen Standort geben erratische Resultate und lassen vermuten,
dass Muscarin im Mycel gebildet wird?).

Am geeignetsten sind saprophytische Clitocybe-Arten, die etwas besser wachsen,
jedoch nur sehr wenig Muscarin produzieren®). Fiir die vorliegende Untersuchung
benutzen wir Cl. rivulosa, Stamm CBS 152.37, unter Bedingungen, die der eine von
uns [1] [13] soweit optimiert hatte, dass eine konstante Produktion von 1,8-2,2 mg

1)  40.Mitt. tiber Muscarin und verwandte Stoffe; 39. Mitt. {1], 38. Mitt. [2].

2) Kanazawa University, Faculty of Pharmacy, Kanazawa, Japan; Gast am Organisch-chemischen
Institut der Universitidt Ziirich 1975.

3) Institut fiir spezielle Botanik der ETH Ziirich.

4y Hexose als Vorldufer [3], erwdhnt in Standardwerken [4] (scheinbare Bestitigung durch Isolie-
rung von erythro-4,5-Dihydroxyhexyl-trimethylammoniumchlorid aus Amanita muscaria {5]);
Vermutungen, dass sich Muscarin aus kleineren (als Cs) Bruchstiicken bildet [4c¢] [6].

5) FEinbauversuche an Fruchtkérpern von Inocybe napipes [6] und Mycelkulturen von Clitocybe
rivulosa [7] liessen keine Schliisse zu.

6) Die Chiralitit des ebenfalls in der Natur vorkommenden epi-allo-Muscarins [9] ist noch nicht
bekannt.

?)  Versuche von H. Bollinger und Ph. Catalfomo (Oregon State University, Corvallis USA) 1971/72,
vgl. [10].

8) (. rivulosa (PErs. ex Fr.) Kummer [7a] [11], Cl angustissima (LascH) KUuMMER und weitere
Cl.-Arten [12].
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Tabelle 1. Einbau von YYWCH3COONa in Muscarin (50 uCi, 20 Flaschen zu 160 ml Nahrmedium)

Zugabe Ernte spezifiische Radioaktivitidt (dpm/mg)

am am Mycel Lipide Muscarin- Cholin-
chlorid chlorid

15.Tag 36.Tag 760 3060 490 36

22.Tag 36.Tag 870 2000 310 26

Tabelle 2. Einbau von H*COONa in Muscarin und Cholin (50 uCi, 20 Flaschen zu 160 ml Medium)

Zugabe Ernte spezifische Radioaktivitit (dpm/mg)

am am Mycel Lipide Muscarin- Cholin-
chlorid chlorid

15.Tag 24.Tag 880 940 9550 3190

21.Tag 28.Tag 906 1060 8750 800

Muscarin{chlorid) pro 20 Kulturflaschen (= 3,2 | Medium mit 33-35 g Myceltrocken-
gewicht fiir eine 35tdgige Wachstumsperiode) eintrat. Unter den gewdhlten Bedin-
gungen blieb praktisch alles Muscarin im Mycel, und Stereoisomere wurden kaum
gebildet9). Der Muscaringehalt erh$hte sich parallel zum Mycelgewicht und erreichte
am 30. Tag sein Maximum. Einbauversuche mit 2-["*C]-Essigsdurel%) zeigten eine
hohere Radioaktivitit des isolierten Muscarins, wenn der Vorlaufer am 15. statt am
22. Tag zur Kultur gegeben wurde, s. Tab. 1. Wegen der etwas besseren Einbaurate
wurde fiir die nachfolgenden Versuche die Zugabe am 15. Tag ausgefiihrt, die Ein-
bauraten blieben aber auch in diesem Fall niedrig (vgl. Tab. 3).

Muscarin wird in Fruchtkérpern und in den Kulturen von Cholin begleitet.
Wurde [MC]-Ameisensiurel0) verabreicht, dann zeigten Muscarin und Cholin ver-
haltnismassig hohe Radioaktivitat, welche zudem bei fritherer Zugabe des Vorlaufers
hoher war (s. Tab. 2). Der auffallige Unterschied in den Radioaktivitiaten von Cholin
und Muscarin deutet auf Biogenese des Cholins in einem sehr frithen Stadium und
auf verschiedene Biogenesewege fiir die beiden Verbindungen hin. Die Resultate mit
anderen Vorlaufern sind in 7ab. 3 aufgefiihrt. Da 2-[C]-Essigsaure, 1-[14C]-Brenz-
traubensiure, 2-[14C]-Brenztraubensdure, U-[1*C]-Glutaminsdure und U-[¥C]-Aspa-
raginsdure in Muscarin relativ gut eingebaut wurden, diirfte dessen Biogenese eng am
Tricarbonsaure-Cyclus angeschlossen sein. Andererseits weisen die geringe Einbau-
rate von 1-[14C]-Essigsdure, 1-[14C]-Glutaminsdure und 5-[1C]-Glutaminsdure und
die gute Einbaurate von U-[C]-Glutaminsdure darauf hin, dass C(1) und C(5) der
letzteren bei der Bildung von Muscarin verloren gehen. Da C(1) von Essigsdure im
Verlauf des Tricarbonsdure-Cyclus in C(1) und C(5) von Glutaminsaure, C(2) von
Essigsaure hingegen in C(2), C(3) und C(4) der Aminodicarbonsiure eingebaut wer-
den kann, lasst sich die geringe Einbaurate von 1-[1*C]-Essigsaure deuten.

U-[14C]-Asparaginsdure wurde gut in Muscarin eingebaut; es ist jedoch nicht klar,
welche C-Atome dieser Aminodicarbonsaure dies betrifft. Guter Einbau wurde auch
mit 2-[1%C]- und 1-[1*C}-Brenztraubensiure beobachtet. Da 1-[14C]-Essigsidure nur
9 Bildung von Stereoisomeren durch Variation von Nihrmedium, Gefidssform, Art des Schiittelns,

Beliiftung sowie iiber deren Zeitabhingigkeit s. [1] [13].

10) Einbauversuche mit radioaktiv markierten Ameisen-, Essig-, Brenztrauben-, Glutamin-, Aspara-
gin- und Glyoxylsduren erfolgten jeweils mit den entsprechenden Natriumsalzen.
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Tabelle 3. Einbau von verschiedenen Vorldufern in Mycelkulturen yon Cl. rivulosa

Vorldufer!%) und Spezifische Radioaktivitit (dpm/mg)2)
verwendete Aktivitit Mycel Amino- Lipide  Muscarin- Cholin-
sduren chlorid®)¢) chlorid
1-[¥4C)-Essigsdure 1,0 mCi 17400 3630 136800 2040 (1,8 - 10-4%) 54
2-[14C]}-Essigsdure ®) 1,0 mCi 37260 10000 232000 19100 (17 - 10-4%) 820
1-[*4C)-Brenztraubensidure 0,25 mCi 1440 2880 2440 5900 (5,3 - 1074%) 300
2-[¥4C)-Brenztraubensiure 0,25 mCi 13500 6520 55600 22700 (20 - 104%) 70
U-[14C}-Glutaminsdure 0,1 mCi 7900 6330 8260 17800 (16 - 10~4%) 570
1-[1C}-Glutaminsdure 0,1 mCi 2550 13600 4230 860 (0,8 - 10-4%) 130
5-[1C]-Glutaminsidure 0,1 mCi 3010 24150 1840 2480 (2,3 - 104%) 65
U-[14C]-Asparaginsdure 0,1 mCi 5520 10500 10300 11100 (10 - 10-4%) 410
2-[14C}-Glyoxylsdure 0,1 mCi 19300 4460 16500 29200 (26 - 10~4%) 6080
[14C]-Ameisensiure 0,88 mCi 17160 16360 14030 443200 (400 - 104%) 65100

a)  Die aufgefiihrte spezifische Radioaktivitit ist auf 1,00 mCi des Vorldufers umgerechnet. Einbau-
versuche beziehen sich auf einen Ansatz mit 20 Flaschen zu 160 ml Medium.

b)  Aktivitdt vor dem Verdiinnen mit inaktivem Muscarinchlorid.

¢)  Absolute Einbaurate in % in Klammern.

d4) Zugabe am 10. Tag der Kultur; alle anderen Zugaben am 15.Tag. Ernte iiberall am 35.Tag.

geringfiigig eingebaut wurde, darf angenommen werden, dass sich aus Essigsaure nur
wenig Brenztraubensdure bildet. Brenztraubensdure und - unter Beriicksichtigung
der Konfiguration an C(2) von Muscarin — (S)-Milchséure stellen somit die eigentli-
chen Cs-Vorlaufer in der Muscarinbiogenese dar.

[14C]}-Ameisensiure wurde sehr gut in Muscarin eingebaut. Die geringe Verteilung
auf andere Fraktionen lasst auf einen kleinen C;-Pool schliessen.

Die hohe Einbaurate von 2-{14C]-Glyoxylsdure kénnte z.B. iiber den Glyoxylsdure-
und Tricarbonsidure-Cyclus via Glutaminsiure zustandekommen. Abbau des Mus-
carins aus diesem Einbauversuch ergab aber, dass 90% der Radioaktivitit in den
N-Methylgruppen von Muscarin lokalisiert sind. Tab. 3 zeigt, dass fiir mehrere Vor-
laufer das gebildete Muscarin eine hdhere spezifische Aktivitat aufweist als die der
ibrigen Fraktionen (Mycel, Aminosduren, Lipide). Daraus kann auf die spezifische
Teilnahme dieser Vorlaufer an der Muscarinbiogenese geschlossen werden.

Durch Abbau der markierten Muscarinchloride (1) wurde versucht, Anhalts-
punkte iiber die Verteilung der Radioaktivitit zu erhalten (s. Schema I und Tab. 4).
1-[14C]-Brenztraubensidure zeigt demnach zwar hohen Einbau in C(3) und 2-[**C]-
Brenztraubensiure in C(2) von 1; iiberraschend und nicht ohne weiteres zu deuten
ist aber die Radioaktivitat im Betainbruchstiick (2) (Verschmierungseffekt?). U-[14C]-
Glutaminsdure ergab hochste Aktivitit an C(5) und CHy-C(5). Diese C-Atome
miissen also aus C(2) und C(3) von Glutaminsiure stammen. Dagegen war C(3) von 1
nicht markiert; C(3) kommt also nicht aus Glutaminsdure. Im Versuch mit U-[14C]-
Asparaginsdure zeigten C(5) und CH2~C(5) hohere Aktivitdt als C(4). Eine moégliche
Erklarung dafiir ist die Annahme, dass U-[1#C]-Asparaginsdure im Tricarbonsiure-
Cyclus zuerst iiber U-[1#C]-Oxalessigsiure in C(1), C(2), C(3)-markierte Glutaminsiure
umgewandelt wird, bevor es in Muscarin eingebaut wird. Mit 2-[14C]-Glyoxylsdure
wurde ein Muscarin erhalten, das wie bereits erwdhnt 90% + 6% der Aktivitat in den
CH3N-Gruppen aufwies. Es ist deshalb zu vermuten, dass Glyoxylsdure vor allem als
C1-Quelle dient und dass nur Bruchteile via Glyoxylsdure- und Tricarbonsiure-
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Tabelle 4. Abbauversuche an biosynthetischen, markierten Muscarinen®)

Vorldufer'0) CHs-C(2) C(2) C(3) C4) CcG)+ (CHz)sNY)
CHa~C(5)
11 4 3 10 63+ 7 10 &+ 6
2-[“C]-Essigsiure (10) 63+ 7) =4
14 (13) 73
. 49 5)
1-[14C)-Brenztraubensiure 8 38
(54)
2—[“C]-Brenztraubensémre - (22) ( :t ) :t
59 19
0o a7 49 + 7 2446
U-[“C]-Glutaminsiure 8 2 an @47 +
an 73
60 + 7 241+ 6
U-[1C]-Asparaginsiure 7 6 3 60 £+ 7) = +
047 90 46
2-[14C}-Glyoxylsiure 2 3 %) 07 - +
047 99+ 6
[14C}-Ameisensiure 1 @ & - +

3)  Eingeklammerte Werte wurden durch Differenzbildung ermittelt; Werte ohne Klammern be-
ziehen sich auf direkte Messungen an den Abbauprodukten (s. Schema I).

P} Wert erhalten durch Differenzbildung zwischen Radioaktivitit von Muscarinchlorid (1) und dem
durch Pyrolyse erhaltenen Nor-muscarin (3).
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a)  Kuhn-Roth-Abbau; ®) KMnOys; ©) Schmidt-Abbau; 9) Pyrolyse bei 240°/0,001 Torr; €) CHsl;
f)  CrOs; #) CeHsLi.
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Cyclus in Glutaminsiure eingebaut werden. Eindeutig sind die Resultate mit Ameisen-
saure: praktisch die ganze Radioaktivitit war in den CHsN-Gruppen lokalisiert.
Schwierig zu verstehen ist die hohe Aktivitit in der Trimethylammoniomethyl-Einheit
von 1, wenn 2-[¥C]-Essigsaure verfiittert wird (73%). Falls ein guter Einbau von Essig-
sdure in Glutaminsiure stattfinde, miisste hohe Aktivitit an C(4) erwartet werden.

Die hier vorgelegten Resultate lassen den Schluss zu, dass die Biogenese von
Muscarin nicht iiber eine Hexose, sondern durch Kondensation von Brenztrauben-
sdure (bzw. (S)-Milchsdure) und Glutaminsiure erfolgt. Dabei gehen die beiden
Carboxylgruppen der Glutaminséure verloren, s. Schema 2. Das Auftreten von threo-
3-Hydroxyglutaminsiure (6) und 3-Ketoglutaminsiure (7) als Zwischenprodukte
wird postuliert, weil damit die Kondensation mit Brenztraubensiure (bzw. Milch-
sdure) und die formale Herleitung anderer Inhaltsstoffe von Amanita muscaria ((—)-
(R)-4-Hydroxy-2-pyrrolidon {14], Ibotensidure, Muscazon und Muscimol [15]) leicht
verstindlich ist1l), Die Entstehung des Tetrahydrofuranrings von Muscarin ist noch
ganz unbekannt. Die Formulierung iiber ein Halbacetal ist rein hypothetisch.

Schema 2
H OH Ho,
5 o
- HOOC. [ef0]0)
Glutaminséure —— - —— [ &
$ N o

H NH |
6 & H

o [COOH]/(CooH] o o ©
HyC HOOC cooe coo®
<« NH, —" HO—N >
; | 4
o H

]
7 ‘
/ clﬁ CH, OH

(+)-(2S, 3R, 6S)-Muscarin

H 3N/

- —epi-M i (i)
(+)-(2S, 38, 5S)-epi-Muscarin botensaure

H,C \ @
>N oH ® [( /Q
o HN—CH3” o7 CH

H CH —N CH, CH,—N CH, Ha
CH, Hy
(+)-(2S, 3R, 5R)-allo-Muscarin (—)-(25,38,5R)- epl-a//a-Muscarin“) Muscimol (+£)-Muscazon
a) epiallo-Muscarin ist in der Natur nachgewiesen [9]; die Konfiguration des Naturstoffes ist jedoch
noch nicht bekannt. Konfiguration der anderen Stereoisomeren s. [8].

Wir danken dem Schweizerischen Nationalfonds zur Forderung der wissenschaftlichen Forschung
(Gesuch Nr. 2.129-0.74) fur finanzielle Unterstiitzung, den Herren Prof. Dr. H. Kerrn und Prof. Dr.
E. Miiller (Institut fir spezielle Botanik der ETH Zirich) fir die Zurverfiigungstellung ihrer Kul-
turrdume; Herrn H. Frohofer fir die Radioaktivititsbestimmungen und Herrn Dr. W.-D. Woggon fur
eine kritische Diskussion.



1752 HELVETICA CHIMICA ACTA ~ Vol. 60, Fasc. 5 (1977) - Nr. 174

Experimenteller Teil

1. Herstellung der Kulturen. Zur Gewinnung von homogenem Impfmaterial wurde Clitocybe
rivulosa, Stamm CBS 152.37, in 500 ml Erlenmeyerkolben mit Schikane (ca. 2 cm tiefe und 1 cm
hohe seitliche Einbuchtung) auf 160 m! Nihrlésung folgender Zusammensetzung wachsen gelassen :
35 g Malzextrakt (Oxoid), 20 g Mannit, 8 g Hefeextrakt (Difco), 1 g Glutamin, 1 g Ca(NOg):2 - 4H20,
0,5 g MgS04 - TH20, 0,5 g KH2PO4, 0,01 g FeCls - 6 H20, 1 ml Hoaglandl6sung [16] und 1 1 destillier-
tes H20. 3-5 Kolben wurden mit je 2-3 Haken voll Hyphenmaterial geimpft, welches mit einer Impf-
nadel aus Schréig-Agarrohrchen gekratzt wurde. Dabei wurde darauf geachtet, dass keine Reste des
alten Nahrbodens mit ibertragen wurden. Inkubiert wurde bei 24° auf einer Rundschiittelmaschine
mit 48 U/Min. (Schiittelamplitude 2,4 cm). Innert 12 Tagen entwickelte sich das Mycel submers sehr
kréftig in Form von Mycelkiigelchen von ca. 2 mm Durchmesser. Unter diesen Schiittelbedingungen
konnte das so erhaltene Impfmaterial ohne Beeintrachtigung wihrend einiger Wochen bei 8° weiter
erhalten werden. Fiir eine Muscarin-Produktion wurden je 20 Schikanekolben mit je 160 ml der be-
schriebenen Nihrlosung benutzt und diese mit je 1 ml 12 Tage altem Impfmaterial geimpft. Anschlies-
send wurden diese Kolben 35 Tage bei 24 + 1° auf einer Maschine mit 72 Hin- und Herbewegungen/
Min. (Schiittelamplitude 5 cm) unter diffusem Kunstlicht inkubiert, (Ein Einfluss des Lichts auf die
Versuchsergebnisse wurde nicht festgestellt.) Dabei wurde darauf geachtet, dass sich die Schikane je-
des Kolbens senkrecht zur Auslenkung dieser Schiittelmaschine befand. Simtliche Ndhrmedien wur-
den wihrend 20 Min. bei 1 atm und 120° im Autoklaven sterilisiert.

2. Isolierung von Muscarin?). Das aus einem Ansatz von 20 Kolben durch Filtration durch
Kasetuch erhaltene Mycel wurde mit Wasser gewaschen, ausgepresst und gefriergetrocknet. Ausbeute
33-35 g Trockenmaterial. Nach Mahlen und Extraktion mit je 3 Portionen zu 500 ml Methanol
unter Rickfluss wahrend 3 Std. wurden die kombinierten Methanollésungen i.V. verdampft. Die
zuriickgebliebene triibe Lésung wurde hierauf mit HCl auf pH 3-4 eingestellt und anschliessend im
Scheidetrichter mit CH2Cl2> erschépfend entfettet. Die erhaltene klare wisserige Losung wurde auf
eine Saule mit Amberlite IRA-410 (20-50 mesh, OH~, 1,5 x 25 c¢m) gebracht und solange langsam
perkoliert, als noch deutlich alkalische Substanz eluiert wurde. Nach Neutralisation mit HCI wurde
das Eluat i.V. zur Trockene eingedampft. Riickstand hierauf mit wenig Methanol zur Abtrennung
von NaCl behandelt. Der Methanolextrakt wurde eingedampft und der Riickstand in 100 ml H20
gelost. Nach Einstellung des pH-Wertes auf 3 die Losung auf Dowex-50 W x 12 (50-100 mesh, Ht,
1,5 %30 cm) gegeben. Nach griindlichem Auswaschen der Kationen und Neutralstoffe mit Wasser
wurden Muscarin und Cholin mit 500 ml 1N NaOH eluiert. Eluat mit HCI neutralisiert und hierauf
i.V. zur Trockene eingedampft. Riickstand mehrmals mit Methanol zur Abtrennung von NaCl be-
handelt und die konzentrierte Methanollésung an einer Alox-Sdule (Fluka Typ 507 C, Aktivitit I)
mit Methanol/Aceton 1:2 chromatographiert. Muscarinhaltige Fraktion erneut mit demselben Lo-
sungsmittel an Alox chromatographiert. 1 i. HV. getrocknet und aus abs. 2-Propanol/Aceton kri-
stallisiert. Diinnschichtchromatographischer Nachweis auf Polygram Cel 300 (0,1 mm) mit s-Butyl-
alkohol/Athanol/Eisessig/H20 15:5:1:5 und Dragendorff~Reagens {171].

In radioaktiven Versuchen wurde /10 des erhaltenen 1 ins Reineckat ibergefiithrt und gewogen;
inaktives Muscarinchlorid (10-30 mg) vor der Kristallisation zum Rest von 1 gefigt.

Die durch Methylenchlorid-Extraktion erhaltene Lipidfraktion zur Trockene eingedampft, ge-
wogen, hierauf in Benzol gelost und an einem Aliquot davon die Radioaktivitit bestimmt.

Von der Kulturfliissigkeit wurde ein Aliquot (ca. 100 ml) durch Dowex 50 W x 12 (50-100 mesh,
H*, 1,5% 30 cm) perkoliert. Nach griindlichem Auswaschen mit Wasser wurden die Aminosduren
mit 4N NH4OH eluiert, das Fluat eingedampft und am Riickstand die Radioaktivitit bestimmt.
Radioaktivitdt im Mycel und im Muscarinreineckat durch Verbrennung und Ausfillung als BaCOs
bestimmt [18].

Die Radioaktivititsmessungen wurden, sofern nicht anders angegeben, mit einem Fliissigkeit-
scintillationszidhler Modell TRICARB 3320 (Packard Instruments Co.) gemessen. Die Scintillations-
I6sung bestand aus 4,0 g PPO (=2, 5-Diphenyloxazol) und 100 mg Dimethyl-POPOP (=2,2'~(p-
Phenylen)bis(4-methyl-5-phenyloxazol)) in 1000 ml reinem Toluol.

3. Abbau. 3.1. C(I) und C(2) von 1. Abbau von 1 nach Kuhn-Roth in der Wiesenberger-Apparatur

11y Muscarine und Isoxazolderivate sind bisher nur aus A. muscariaisoliert worden; in den Muscarin-
Genera Inocybe und Clitocybe sind die Isoxazole bisher nicht nachgewiesen worden.
12) Unter Anlehnung an unsere fritheren, mehrfach publizierten Vorschriften, vgl. [15].
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[19], Isolierung als p-Bromphenacylester; Abbau nach Schmidt und Isolierung als Methylamin-
hydrochlorid und BaCOs.

3.2. C(5), CH2—C(5) und (CH3)sN von 1. 3 mg 1 in schwach saurer Losung bei 100° mit KMnOq4
bis zur bleibenden Rotfirbung behandelt. MnO:2 mit Sulfit reduziert und nachher die Losung i.V.
eingedampft. Die Isolierung des gebildeten Betains (2) geschah durch Extraktion mit Methanol,
Eindampfen der Methanolldsung zur Trockene, Aufnehmen des Riickstandes mit 10 ml Wasser,
Ansiuern auf pH 4 und Austausch an einer Sdule von Dowex-50 W x 12 (50-100 mesh, H*, 1 X 5 cm).
Nach Auswaschen mit Wasser wurde 2 mit 30 ml 2N NHj eluiert. Nach Eindampfen des Eluates und
Fillung mit Ammoniumreineckat (10proz. Acetonlosung) wurde das Reineckat von 2 aus Wasser
kristallisiert; Ausbeute 2 mg.

3.3. (CH3)sN von 1. Bestimmt durch Differenz zwischen radioaktivem 1 vor der Pyrolyse (220°/
0,001 Torr) und mit inaktivem Methyljodid requaterniertem Nor-muscarin (3); Destillation von 3
im Kugelrohr und Vakuum, Umkristallisation des Muscarinjodids aus 2-Propanol/Ather.

3.4. C(3) von 1. 40 mg 1i.V. pyrolysiert und das erhaltene 3 mit CrOs in 6 N HaSO4 nach [8] zum
Nor-muscaron (4) oxydiert. Das durch Extraktion und Destillation (Kugelrohr) gewonnene 4 ohne
weitere Reinigung mit einem Uberschuss von Phenyl-Li in Ather versetzt. Nach iiblicher Aufarbei-
tung (Entfernung von Biphenyl durch Extraktion aus saurer Losung) die rohe Base 5 ohne weitere
Reinigung mit KMnOjq in basischer Losung oxydiert und auf Benzoesdure aufgearbeitet. Reinigung
durch Umbkristallisation und Sublimation; Ausbeute 3,0 mg. Im Vorversuch mit inaktivem Material
wurden aus 30 mg 4 27 mg 5 und daraus 9 mg Benzoesdure erhalten (Ausbeute bezogen auf 4: 39%).
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