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Zur Chemie und antibiotischen Aktivitiit des
Carbolegerlings (Agaricus xanthoderma)**

Von Sabine Hilbig, Thomas Andries, Wolfgang Steglich*
und Timm Anke

Professor Hans Grisebach zum 60. Geburtstag gewidmet

Der Carbolegerling (Agaricus xanthoderma Gen.) lauft
bei Verletzung intensiv chromgelb an, verfiirbt sich mit
Laugen orangegelb und entwickelt einen phenolartigen
Geruch. Extrakte des Pilzes weisen eine starke antibio-
tische Aktivitit auf, die von Atkinson!"! einer photolabilen
Verbindung ,,Psalliotin‘* zugeschrieben wurde. Spiter er-
hielt man bei Aufarbeitung der Fruchtkdrper unter Zusatz
von Natriumsulfit das stark antibiotisch und cancerosta-
tisch wirksame ,,Agaricin*‘. In beiden Fillen wurden die
Wirkstoffe chemisch nicht niher charakterisiert. Erste Ein-
blicke in die Chemie von A. xanthoderma erhielten Gill
und Strauch™, die aus dem Ethanolextrakt Phenol, Hydro-
chinon, 4,4’-Dihydroxyazobenzol und 4,4’-Dihydroxy-
biphenyl isolieren konnten. Wir beschreiben nun die
Strukturaufkldrung von Verbindungen, auf denen anti-
biotische Wirksamkeit und Gelbverfirbung des Pilzes be-
ruhen.

Extrahiert man Fruchtkérper von A. xanthoderma in der
Kailte mit Essigester, engt die Losungen vorsichtig ein und
chromatographiert bei 0-3°C, so kann eine intensiv gelbe
Zone abgetrennt werden. Nach Rechromatographie erhilt
man Agaricon 1" (Ausbeute 5-107%%), das nach dem
Massenspektrum die Formel C,oH,;N;O hat und im 'H-
NMR-Spektrum neben breiten Signalen im Arenbereich
typische Signale fiir eine —(CH,);-Einheit aufweist!®. Die
charakteristischen MS-Fragmente m/z 107 (CaHsNO), 106
(CsHsNO), 94 (CsHe0), 93 (CcH;s0), 84 (C,HgN,) und 83
(C4H;N,) geben Hinweise auf Struktur 1, die durch Syn-
these bewiesen wird. Dazu wird Butyrolactim-methylether
mit N-(4-Benzyloxyphenyl)hydrazin-hydrochlorid in Me-
thanol zum Hydrochlorid des Pyrrolidonhydrazons 2 um-
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gesetzt (Ausbeute 75%), das bei der Hydrogenolyse mit
Pd/Kohle in Methanol das kristallisierte Hydrochlorid
von 3™ ergibt.

A}N—NG 0

Lost man 3 in Wasser und versetzt mit Natriumhydro-
gencarbonat, so firbt sich die Losung bei Luftzutritt sofort
gelb. Besonders glatt verlduft die Oxidation bei Zugabe
von Natriumperiodat. Durch Extraktion mit Essigester
14Bt sich 1 abtrennen; es stimmt in allen Eigenschaften mit
dem gelben Farbstoff aus A. xanthoderma iiberein. Man
kann daher annehmen, dal der Pilz Leukoagaricon 3 ent-
hilt, das bei Verletzung der Fruchtkdrper durch Luftsauer-
stoff (Oxidasen) zu 1 oxidiert wird'®,

Extrahiert man frische Pilze mit SO,-gesittigtem Metha-
nol und fiihrt alle Chromatographieschritte unter Argon
bei 0-3°C durch, so kann durch Chromatographie an Se-
phadex LH 20 (Eluens: Methanol/Wasser 9:1) und mehr-
fache Rechromatographie an LichroPrep RP 8 (Eluens:
Wasser) ein farbloses Chromogen von groflen Mengen
Mannit abgetrennt werden (Ausbeute 1-10~*%). Die Tren-
nung 148t sich durch Tiipfeln mit K;[Fe(CN)s}/NaHCO5;-
Losung verfolgen (orangegelbe Farbreaktion!). Das von
uns Xanthodermin'! genannte Chromogen gibt eine posi-
tive Ninhydrinreaktion und zeigt im 'H-NMR-Spektrum
typische Signale fiir einen Glutaminsiurerest sowie ein Si-
gnal im Arenbereich. Beriicksichtigt man, dafl im Massen-
spektrum des Peracetyl-Derivats lonen mit drei Stickstoff-
atomen auftreten, so liegt fiir Xanthodermin die Struktur
eines y-Glutamyl-N’-(4-hydroxyphenyl)hydrazids 4 nahe.
Sie wird durch Synthese bewiesen. Beim a-Benzylester von
N-(Benzyloxycarbonyl)-L-glutaminsdure wird dazu nach
der 4,6-Diphenylthieno[3,4-d][1,3]dioxol-2-on-5,5-dioxid-
Methode!”! mit N-(4-Benzyloxyphenyl)hydrazin in 70%
Ausbeute die y-Carboxygruppe in das N'-(4-Benzyl-
oxyphenyl)hydrazid umgewandelt. Die Abspaltung der
Schutzgruppen mit H,/Pd—C liefert in quantitativer
Ausbeute 4, das sich mit dem Naturstoff als identisch er-

weist.
o-¢ )
CHp

| e

T fPa
(H-NH, CH-NH,
CO,H COH

4. R=0H ]
5. R = CH,0H

4 gibt in wiBriger Losung mit K;[Fe(CN)s)/Natriumhy-
drogencarbonat oder Natronlauge eine intensive Gelbfar-
bung. Das gleiche Phinomen wird auch bei Zugabe des
wiBrigen Pilzextrakts beobachtet. Diese Farbreaktion ist
auf das Anion der Acylazoverbindung 6 zuriickzufiihren.
Der Pilz enth4lt demnach zwei Chromogene 3 und 4, die
an der Gelbverfirbung der Fruchtkérper und deren Farb-
reaktion mit Natronlauge beteiligt sind.

Bei der anfinglichen Sephadex-Trennung fallt in den
letzten Fraktionen der gelbe Feststoff Natrium-4-hydroxy-
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benzoldiazosulfonat 7% an (Ausbeute 5-107%). 7 ist ein
Artefakt, das aus im Pilz vorhandenem 4-Diazo-2,5-cyclo-
hexadien-1-on 8 entsteht. Dieses 148t sich im methano-
lischen Pilzextrakt durch Azokupplung mit Resorcin oder
B-Naphthol nachweisen' und nach Aufarbeitung der Pilze
unter Kiithlung und LichtausschluB, jedoch ohne SO,-Zu-
satz, durch DC-Vergleich mit der authentischen Verbin-
dung identifizieren!'",

Interessanterweise sind bei der Aufarbeitung der Pilze
mit SO,-haltigem Methanol weder Phenol noch 4,4'-Di-
hydroxyazobenzol 10 nachweisbar, so da3 diese von Gill
et al.'” isolierten Verbindungen méglicherweise erst bei
der Aufarbeitung aus den von uns beschriebenen Vorldu-
fern entstehen!'",

OH
0H CH,0H
Nsy
Nﬁlv 2 N2 c1®
S0gNa 0 10 OH

Merocyanine vom Typ des Agaricons 1 waren bereits
von Hiinig et al.'” durch oxidative Azokupplung erhalten
worden, wurden aber bisher noch nicht in der Natur ent-
deckt. Dagegen finden 4 und 8 eine Parallele in den
gleichfalls aus Agaricus-Arten isolierten Verbindungen
Agaritin 5" und 4-(Hydroxymethyl)benzoldiazonium-
chlorid 91",

antibiotische Wirkung von ,,Psalliotin“!"! sowie dessen
Lichtempfindlichkeit sprechen fiir seine Identitit mit 8.

Eingegangen am 23. August,
erginzte Fassung am 8. Oktober 1985 [Z 1440]
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Tabelle 1. Antibiotische Aktivitit der Inhaltsstoffe von 4. xanthoderma im Plattendiffusionstest auf Komplexmedium bei den angegebenen Wirkstoffkonzentra-

tionen [pg/Rondelle] [a, b}

Testorganismus 1 4 7 8 10 [3] [b]
[100] [50] [10] [10] {100} {10 1 [100) [10] I [10) )]
Bakterien: Hemmhofdurchmesser [mm]
Bacillus brevis 32 28 19 15 30 25 15 35 24 i 10i -
Bacillus subiilis 25 21 10i 22 35 30 20 40 25 10i - -
Acinetobacter calcoaceticus 19 12 — — 35 25 20 40i 22i + - -
Micrococcus luteus 20i 11 — — 30 17 10 45 30 - + —
Pilze:
Mucor miehei 18 14i - — 30 14 — 38 20 — + -
Paecilomyces varioti 40i 30i 10i + 20 11 - 26 15 — 10 -
Nematospora coryli 16 13 + 46 25 - 10 -
Penicillium notatum 20i 11i - 16 - - 10 -
Fusarium oxysporum 16i 10i — 25 1 — 7 -

{a] Die Platten mit den Testkeimen wurden mit den Rondellen belegt und 12-16 h bei 27 oder 37°C inkubiert. Die Hemmhofdurchmesser geben die kiaren Zonen
um die Rondellen (6 mm Durchmesser) an, in denen kein Wachstum der Testorganismen erfolgt (— : kein Hemmbhof; i: inkompletter Hemmhof). [b] 4,4"-Dihy-

“h

yer den

droxybiphenyl {3] zeigt bei 100 pg/Rondelle geg

-4

1, 4, 7 und 8 sind gegentiber Bacillus subtilis antibio-
tisch wirksam (Tabelle 1). Als besonders aktiv gegeniiber
Bakterien und Pilzen erwiesen sich die Diazoverbindungen
7 und 8, deren minimale Hemmkonzentrationen mit de-
nen etablierter Antibiotica vergleichbar sind. So ergeben
1 pg Penicillin G oder Streptomycinsulfat in der gleichen
Testanordnung wie in Tabelle 1 bei Bacillus subtilis Hemm-
héfe von 25 bzw. 11 mm Durchmesser, wihrend 10 pg des
antifungischen Nystatins bei Mucor miehei zu einem
Hemmbhof von 16 mm Durchmesser fiihren. Wie ein Ver-
gleich der IR- und UV-Spektren mit denen in'? lehrt, ist 7
mit ,,Agaricin* identisch!"’.. Die von Arkinson beobachtete
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keine Hemmwirkung.
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