Zuschriften

Uber die Giftstoffe des griinen Knolienblitterpilzes
13. Mitteilung. Phalloin, ein weiteres Toxin

Von Prof. Dr. THEODOR WIELAND und
Dipl.-Chem. K. MANNES

Institul fir organische Chemde der Universitiét Frankfurt/M.

Die im Laboratorium von Heinrich Wieland in Miinchen 1932
begonnenc Erforschung der Gifte des griinen Knollenblatterpilzes
{Amanite phalloides) hat dort das rasch wirkende Phalloidin?)
und das noch wesentlich giftigere, aber langsamer zum Tode fiih-
rende Amanitin?) in kristallisierter Form geliefert. Dieses erwies
sich spiter als gemeinsames Kristallisat zweier sehr dhnlicher Kom-
ponenten, dem neutralen a- und dem sauren 3-Amanitin?), die
beide ammoniakalische Silber-Losung in der Kilte reduzieren. Vor
kurzem wurde als vierte giftige Substanz cine weitere reduzierende
Verbindung, y-Amanitin isoliert*).

Bei der chromatographischen Trennung des angereicherten Gift-
gemischs (Primirmaterial) der Pilzernte 1955 an neutralem Al,O4
in wassergesittigtem n-Butanol, dem 10 Vol % Athanol zugesetzt
waren, wurde ein in geringer Menge vorhandener, rascher als
Phalloidin wandernder Inhaltsstoff in so reiner Form gewonnen,
daf die sofortige Kristallisation aus Wasser gelang. Die in langen
feinen Nadeln anfallende Verbindung zersetzt sich unter Schwarz-
farbung von 250—280 °C an. Sie besitzt hoherc Toxizitdt als Phal-
loidin und ist wie dieses ein rasch wirkender Giftstoff. Se sterben
20 g schwere weile Miuse nach subeutaner Injektion von 50 <
bereits nach 6 h, die DL, betragt fiir die nach ca. 7 Tagenzum Tode
{iibrende Menge 20—30 vy. Wir bezeiehnen die neue Verbindung als
Phalloin.

Phalloin ist wie alle Amanitatoxine ein Peptid, das keine Nin-
hydrin-Reaktion zeigt und bei der Papierelektrophorese weder im
sauren, noch im alkalischen wandert, also cyclisch gebaut sein
mufl. Sein Rg-Wert im Papierchromatogramm betrigt in einem
Gemisch von Methyl-athylketon-Aceton-Wasser (20:2:5) 0,6 bis
0,65, wodurch es sich als lipophiler als Phalloidin (R;= 0,50) er-
weist. Dementsprechend ist es in Methanol sehr viel leichter 16slich
als Phalloidin und li8t sieh aus diesem Losungsmittel nicht kri-

stallisieren. In seinen Farbreaktionen entspricht es vollig dem
Phalloidin, ebenso im UV-Spektrum (Bild 1), das von dem des
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UV-Spektrum von Phalloidin und Phalloin

einen Hauptgifts nicht zu unterscheiden ist. Kine spektrophoto-
metrische Molckulargewichtsbestimmung®), berechnet unter der
Annahme gleicher molarer Extinktionskoeflizienten von Phalloidin
und Phalloin, ergibt fiir dieses ein Molgewieht von 730 £+ 49%
{Phalloidin + 6 H,0 878).

Die iuBerst groBe Ahnlichkeit des altbekannten mit dem neuen
Giftstoff erstreckt sich auch auf dic Aminosiure-Zusammen-
setzung. Im 2-dimensionalen Papierchromatogramm des Phal-

1) F. Lynen u. U, Wieland, Liebigs Ann. Chem. 533, 93 [1937]
H. Wieland u. R. Hallermayer ebenda 548, 1 [10 1],

3) Th. Wieland, L. Wirth u. E. Fischer, ebenda 504, 152 [1949].

1) Th. Wieland u. Ch. Dudensing, ebenda 600, 156 [19.36]

5y Th. Wieland u. W. Schén, ebenda 593, 167 [1955].
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loinhydrolysats erschienen ebenfalls Alanin, Threonin, Cy-
stein, allo(?)-Hydroxyprolin und Oxlndolylalanln Die
Intens1tat des Alanin-Flecks ist hierbei aber wesentlich vermindert,
30 daf man an die Anwesenheit von nur einer Alanin-Molekel pro
Mol denken muf, wihrend Phalloidin davon 2 Mole enthilt. Dieses
Defizit, zusammen mit einem vermutlichen Mindergehalt von Kri-
stallwasser in der lipophilen Substanz kann das niedrigere Molge-
wicht crkliren. Aufler den genannten Aminosiuren enthalt das
H,50,-Hydrolysat noch ein bei der Elektrophorese zur Kathode
wanderndes Ninhydrin-positives Aminolacton, das aber wegen
seiner etwas rascheren Wanderung vom analogen Baustein des
Phalloidins®) verschieden sein muf,

Die gemeinsamen Voraussetzungen fiir die Giftigkeit: cyeclische
Natur und Gehalt an verkapptem Cystein-Schwefel und einer
lactonisierenden Aminosiure, sind also auch bei dem finften In-
haltsstoff des Giftpilzes gegeben.

Eingegangen am 23. April 1957 [Z 461]

Addition von Basen an 1.2-Naphthin

Von Prof. Dr. R. HUISGEN und Dipl.-Chem. L.ZIRNGIBL
Institut fiir Organische Chemie der Universitit Miinchen

Die Produkte der Reaktionen des 1- und 2-Fluor-naphthalins
sowie des 0- und m-Fluor-anisols mit Phenyl-lithium zwangen zur
Annahme, dal sich an die priméare Metallierung der Fluor-Aroma-
ten eine Eliminierung zum Arin als bindungssymmetrische Zwi-
schenstufe anschlieft?). Bei der nachfolgenden nucleophilen Addi-
tion des Phenyl-lithiums etwa an das aus Fluor-naphthalin hervor-
gehende 1.2-Naphthin entstehen isomere metallorganische
Verbindungen, im folgenden Formelschema mit den Anionen I1
und III (R = C;H;) symbolisiert. Bei der Hydrolyse erhilt man das
Gemisch der Phenyl-naphthaline, bei der Carboxylierung das der
Phenyl-naphthoesiuren; die Analyse zeigt, da die Anionen II
und III im Verhiltnis 63:37 9% auftreten.
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Die Reaktionen des 1-Fluor-naphthaling mit n-Butyl-lithium
sowie tert. Butyl-lithium in Ather verlaufen nicht nur nach
gleichem Schema, sondern ergeben auch praktisch das gleiche Ver-
hiltnis an den II und III entsprechenden Anionen. Im ersten Fall
{iihrte die Carboxylierung zum Gemisch der 1-n-Butyl-naphthoe-
saure-(2) und der 2-n-Butyl-naphthoesiure-(1); im zweiten wurde
nach der Hydrolyse der Gehalt an 1- und 2-tert. Butyl-naphthalin
IR-spektrophotometrisch bestimmt. Der recht untersehiedliche
Raumbedarf des Carbanions im Phenyl-, n-Butyl- und tert.
Butyl-lithium hat somit keinen Einflul auf das Verhaltnis der
Anlagerung an die Positionen 1 und 2 des 1.2-Naphth-ins (I); die
Erfahrungen am Naphthalin-System weisen auf eine gewisse Ab-
schirmung der Stellung 1 durch den peri-Wasserstoff hin.

Da auch beim Umsatz der Aryl-halogenide mit Alkali-amiden
die Zwischenstufe des Arins passiert wird?), lag es nahe, auch das
Verhiltnis der Amid-Addition an die Positionen 1 und 2 von I zu
untersuchen. Aus bestimmten Grinden?) wurde dabei das 1-
Chlor-naphthalin der Einwirkung der Li-Salze sekundirer Amine
in 4atherischer Losung unterworfen. Die Ubereinstimmung in der
Zusammensetzung der aus 1- und 2-Chlor-naphthalin erhaltenen
Naphthyl-Bascn-Gemische beweist den vollstdndigen Ablauf dber L.
Mit Lithium-didthylamid in Gegenwart von iberschiissigem
sek. Amin entstcht beispielsweise 959, d.Th. am Gemisch der Di-
#thylamino-naphthaline mit dem 1- und 2-Isomeren im Verhiltnis
38:62. Aus der Tabelle (s. 8. 390) geht die erstaunliche Unab-
hingigkeit des Verhiltnisses von II:1II von den sterischen und
elektmmschen Eigenschaften des Anions in R—Lihervor. Man muf}

1) R. Hmsgenu H. Rist, Naturwissenschaften 47, 358 [1954]; Lie-
bigs Ann. Chem. 594, 137 [1955].

2) J. D. Roberts, H. E. Szmmons L. A. Carlsmith u. C. W. Vaughan,
J. Amer. chem. Soc. 75, 3200 [1953].

3) Vgl. nachfolgende Zuschrift.
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Anlagerung des R®
1-Halo- . . .
. Reaktion wuiit an 1,2-Naphthin
naphthalin
in 1- in 2-
% %
F C¢H;-Li (Carboxylierung)')
Cl CeH;-Li mit Piperidin-
Katalyse*) (Hydrolyse) 35 65
F n-Butyl-Li (Carboxylierung) 33 67
F tert. Butyl-Li (Hydrolyse) 34 66
Cl Li-piperidid + Piperidin?) 33 67
Cl Li-diathylamid + Diathyl-
amin?®) 38 62
Cl Li-diisobutylamid 4 Diiso-
butyl-amin 36 64

annehmen, dafl schon bei relativ schwacher Bindung des R® an 1
(groBe Bindungslange!) der Ubergangszustand der Addition pas-
siert wird; trotz der nur kleinen Aktivierungsschwelle genielit 11
einen recht konstanten, vermutlich durch elektronische Faktoren
bedingten Vorzug.

Eingegangen am 23. April 1957 [Z 459]
Reaktion der Halogen-naphthaline
mit Lithium-piperidid
Von Prof. Dr. R. HUISGEN und Dipl.-Chem, J. SAUER

Institut fiir Organische Chemie der Universilit Miinchen

Der Umsatz des 1- oder 2-Chlor-, Brom- oder Jod-naphthalins
mit Lithium-piperidid in Gegenwart eines weiteren Aquivalents
Piperidin in siedendem Ather fiihrte in bis zu 93proz. Ausheute
zum Gemisch der N- '\Japhtllyl piperidine; dieses enthielt laut IR-
Analyse stets 67,69, N-(2-Naphthyl)-piperidin neben 32,4 %, des
1-Tsomeren, wobei die Abweichungen innerhalb + 29, lagen. Die
Substitutionen verlaufen also quantitativ iiber die beziiglich der
Positionen 1 und 2 bindungssymmetrische Zwisehenstufe
des1.2-Naphthins (I). Im Gegensatz zur Reaktion des 2-Fluor-
naphthalins mit Phenyl-lithium®) zeigen die 2-Ilalo-naphthaline
bei der Behandlung mit Li-amiden in homogener, dtherischer Li-
sung somit keine 2.3-Eliminierung?).
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In der Naphthin-Bildung mittels Phenyl-lithium geschwindig-
keitsmiBig bevorzugt®), nehinen die Fluor-naphthaline gegen-
iiber Lithium-piperidid eine dberraschende Ausnahmestellung ein,
die nur mit einer Verzweigung der Reaktionswege vereinbar
ist. Da jingst auch J. F. Bunnett und T. K. Brotherton®) bei der
Reaktion mit Natriumamid in sied. Piperidin die bevorzugte Bil-
dung des konstitutionsgleichen Amins beobachteten, berichten wir
iiber unser, viel weitergehende Schlisse crlaubendes Versuchs-
material.

Die Umsetzungen mit 1- und 2-Fluor-naphthalin in sied. dtheri-
scher Losung, die je 1-molar an Lithium-piperidid und Piperidin
war, cigaben cin innerhalb der Fehlergrenze mit obigem , Arin-
Verhiltnis“ (32:68) tibercinstimmendes Naphthyl-piperidin-Ge-
misch. LieB man dagegen zur Lésung von 1-Fluor-naphthalin
{0,35-molar) und 6 Aquivalenten Piperidin in sied. Ather innerhalb
8 h 1,3 Aquivalente Phenyl-lithium zutropfen das momentan das
Lithium-piperidid erzeugt, dann fiel in 94 %, Ausbeute ein Isome-
rengemisch an, das 849 1- neben 169 Z-Piperidino-naphthalin
cnthielt. Bei der entsprechenden ,inversen“ Prozedur wurde 2-
Fluornaphthalin in das Gemisch von 6 % 1- und 94 %, 2-Piperidino-
naphthalin {ibergefithrte).

4} R. Huisgen, J. Sauer u. A. Hauser, diese Ztschr. 69, 267 [1957].

5) Diplomarbeit A. Hauser, Universitat Minchen 1957,

$) R. Huisgen u. H. Rist, Naturwissenschaften 47, 358 [1954]; Lie-
bigs Ann. Chem. 594, 137 [1955].

7) Vgl dagegen J. F. Bunnett u. T, K. Brotherton, J. Amer. chem,
Soc. 78, 155 [1956] fiir die heterogene Reaktion des 2-Brom-
naphthalins mit Natrium-amid in sied. Piperidin.

8) J. Amer. chem. Soc. 78, 6265 [1956].

2) Bei der Reaktion mit NaNH, in fliiss, Ammoniak nehmen die
Fluornaphthaline auch eine Sonderstellung ein: R. S. Urner u.
F. W. Bergstrom, J. Amer. chem. Soc, 67, 2108 [1945].
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Die Miglichkeit eines Weges iiber 1.4-Naphthin (I1) als Kon-
kurrenz mit der Substitution iiber 1 konnte dureh Versurhe mit
4-Mectlhyl-1- und 4-Mecthyl-2-halogen-naphthaliven (111 uud 1V
ausgeschlossen werden. Wihrend 111, Hal = Cl, Br und 1V, Hal =
Cl iber das 4-Methyl-naphthin-(1.2) identische Gemische von 28 v,
1- und 729 2-Piperdino-4-methyl-naphthalin ergaben, trat bei
11T, Hal = F beim Arbeiten mit kleiner Lithium-piperidid-Konzen-
tration auch hier, wenu auch quantitaliv schwiicher ausgeprigt,
die Bevorzugung der konstitutionsgleichen Base im Gemisch
auf.
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Die konkurrierende Substitution ,,ohne Umlagerung® muf} somit
die dirckte sein (V ist eine mesomere Grenziormel der Zwischen-
stufe); unter den nichtaktivierten Aryl-halogeniden haben wir
diese Erscheinung— p-Fluor-toluol liefert p- und m-Tolyl-piperidin
im ,Arin-Verhaltnis“— nur bei den Fluor-naphthalinen beobach-
tet. Das AusmaDl, in dem beide Substitutionswege beim 1-Fluor-
naphthalin beschritten werden, hangt charakteristisch vom Ver-
haltnis Lithium-piperidid: Piperidin und in untergeordne-
tem Mall auch von der absoluten Konzentration am Piperidin ab,
wic die Tabelle zeigt.

Lithium-piperidid Piperidin % Substitution
mMol/l mMol/l iiber Arin direkt
440 0 100 0
370 300 100 0
187 441 87 13
346 910 85 15
188 578 80 20
182 728 68 32
173 1330 36 64

Kinetische Untersuchungen lehrten, dall sieh die Arin-Bildung
nittels Lithium-piperidid bei Fluor- und Chlor-Aromaten prak-
tisch gleich schnell vollzicht. Das auf das Fluor-naphthalin he-
sehrinkte Konkurrenzphdnomen lift keinen Zweifel daran, daf
die direkte Substitution des -F rascher ablault als die der andercn
-Hal. Mit diesem Naehweis wird eine bislang unverstandene Kom-
plikation der nucleophilen aromatischen Substitution gegenstands-
Ins. Die Reaktivititsfolge der Halo-Aromaten J, Br > Cl > F beim
\msatz mit Anionen®) wurde durch die Beteiligung des seinerzeit
noeh nicht bekannten Eliminierungsweges (Arin als Zwischen-
stufe) vorgetduscht. Die bei der ,aktivierten® Substitution etwa
des p-Nitro-halobenzols gefundcene Folge F > Ci, Br > I gilt offen-
sichtlich fiir alle dirckten nucleophilen Substitutionen
i Additionsmechanismus der Substitution).

Eingegangen am 23, April 1957 [Z 460]
Neue Umlagerung bei Solvolysen in der
1.2-Benzo-cyclenyl-(3)-methyl-Reihe
Von Prof. Dr. R. HUISGEN und Dipl.-Chem. (. SEIDIL
Institut fir Organische Chemie der Universitit Miinchen

Die primaren 1.2-Benzo-cyclenyl-(3)-methyl-tosylate (I) mit
n = 5—7 lieferten bei der Solvolyse in Ameisensiure iiber das

Phenonium-Ion als Zwischenstufe die ringerweiterten 1.2-Benzo-
cyclenole-(4) (II) bzw. deren Formiate!'). Dagegen fiihrie dic
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Formolyse des durch Synthese und Abbau konstitutionell ge-
sicherten I, n = 8 bei 65°C in 65% Ausbeute zu cinem Kohlen-
wasserstoff C,3H,q; dieser wies, obwohl Produkt einer Eliminie-
rung, keine Doppelbindung auf. Die Oxydation mit Chrom-
sdure gab ein Keton C,;3H,,0; dic Lichtabsorption seines dunkel-
roten 2.4-Dinitrophenyl-hydrazons sprach fiir einen Abkommling
des a-Indanons oder o-Tetralons. Nur mit letzterem war dic ¢0-
Valenzschwingung des kristallinen Kectons bei 5,95 my. vereinbar,

0y Vgl. die Diskussion bei J. F. Bunnett u. R. E. Zahler, Chem.
Reviews 49, 332 [1951].

iy Dlplomarbext G. Seidl, Universitdt Minchen 1957; R. Huisgen,
diese Ztschr. 69, 341 [1957]
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