Muscarin

Dr. Walter Herrmann

Pilzkenner stellen mitunter die Frage, warum sich Chemiker und Pharmako-
logen nicht ofters mit der Frforschung von Pilzgiftstoffen befassen. Der
Nichtchemiker kann sich kaum einen Begriff davon machen, welche Miihe und
welchen Zeitaufwand es kostet, einen komplizierten Naturstoff, der meist in
sehr kleinen Mengen vorkommt, zuerst rein zu gewinnen, und wenn dies
gelungen ist, seinen Molekiilanfbau aufzukliren. Bei der Untersuchung von
Pilzinhaltstoffen kommt noch erschwerend hinzu, daf® der Forscher von den
Launen der Natur abhingig ist. Muf® er doch darauf warten, daf® seine Unter-
suchungsobjekte, die Fruchtkorper der Pilze, won selbst heranwachsen. Ein
Heranziichten des Untersuchungsmaterials, wie das oft bei anderen Pflanzen
und Tieren geschieht, ist ja hier nar in den seltensten Fillen moglich. Der
folgende Bericht soll nun dazu beitragen, Verstindnis fiir diese miihevolle
Arbeit des Forschers zu erwecken.

In chemischen Fachzeitschriften erschienen kiirzlich einige Abhandlungen, in
denen Wissenschaftler iiber ihre Arbeiten zur Aufklirung des Aufbaues des
Muscarins, des giftigen Alkaloids des Fliegenpilzes, berichten. Seit bald hundert
Jahren sind Pharmakologen und Chemiker darum bemiiht, bis es erstin jiingster
Zeit gelang, durch Einsatz der modernsten Methoden der einschligigen
Wissenschaften zu einem vollen Frfolg zu kommen.

Prof. C. H. Eugster vom Chemischen Institut der Universitit Ziirich berichtet
iiber seine Forschungen etwa folgendes: 124 kg der dort nicht gerade hiufigen
Fliegenpilze wurden 1953 in der Nord- und Ostschweiz gesammelt. Sie wurden
frisch sofort unter Alkohol mittels eines Turmix feinst zerhackt. Die abfil-
trierten alkoholischen Ausziige dampften die Forscher dann schonend im
Vakuum zu einem Sirup ein, wobei sich ein in Alkohol leicht 16slicher und
ein darin schwerldslicher Teil ergab. Erst durch Versuche an isolierten Frosch-
herzen konnte man feststellen, daf sich das Muscarin im leicht léslichen
Anteil befand. Dieser wurde daher eingedampft, der Riickstand in Wasser
gelost und die Fettstoffe durch Ausziehen mit Ather entfernt. Nun muften die
Forscher mit sogenannter Reineckesiure, einer Komplexsiure des Chroms mit
Ammoniak und Rhodan, den Giftstoff als schwer ldsliches Salz fiillen, wobei
immer noch eine Reihe anderer Stoffe mitging, und dann mit Aceton extrahieren.
Die Reineckate wurden in Chloride umgewandelt. Nun waren kaum 29 Gramm
Rohchloride iibriggeblieben, was einer Anreicherung im Verhiltnis 1:4300
entspricht. Wihrend aller dieser Reinigungsvorginge mufte der Gehalt an
Muscarin jedesmal am isolierten Froschherzen getestet werden.

Die noch immer mit sehr viel Fremdstoffen vermischten Rohchloride wurden
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nun mittels papierchromatographischer Verfahren weiter gereinigt. Diese
Methoden sind erst seit nicht viel mehr als einem Jahrzehnt zur heutigen
Leistungsfihigkeit entwickelt worden. Man bringt hierbei das zu trennende
Stoffgemisch auf Filtrierpapier auf und 1aft ein Losungsmittelgemisch durch
das Papier wandern. Mit diesem Gemisch wandern nun die zu trennenden
Stoffe ungleich schnell im Papier weiter und lassen sich nach einiger Zeit in
verschiedener Entfernung vom Ausgangspunkt getrennt nachweisen oder sie
erreichen zu verschiedenen Zeiten das Ende des Papierstreifens und konnen so
einzeln aufgefangen werden. Die giinstigsten Loésungsmittelgemische mufiten
in diesem Fall erst gefunden und dusprobiert werden. Um das Verfahren wirk-
samer zu machen, ersetzte man die Papierstreifen durch lange, mit Zellulose-
pulver gefiillte R5hrea, an deren unterem Ende man in bestimmten Zeitinter-
vallen 100 und mehr einzelne Fraktionen auffing. In einigen davon fand sich
das Muscarin. Nach zweimaliger Anwendung des Verfahrens hatten die Forscher
1,38 Gramm Muscarinkonzentrat in den Hinden. Das Gift wurde nun mit
Goldchlorwasserstoffsiure  ausgefillt, abfiltriert, das gefillte Salz zerlegt,
die erhaltenen Lodsung mit Tierkohle gereinigt, im Vakuum eingedampft und
das unreine Produkt aus einem Isopropylalkohol-Acetongemisch umkristalli-
siert. So erhielten Eugster und seine Mitarbeiter schlieBlich 0,26 Gramm reines
kristallisiertes Muscarinchlorid, was einer Anreicherung auf das 480000fache
entspricht. [

Diese geschilderte Reindarstellung ist vor allem deshalb so schwierig und
umstindlich, weil, wie schon frither andere Forscher festgestellt hatten und
wie es sich auch bei dieser Arbeit ergab, Fliegenpilze sehr wenig dieses Gift-
stoffes enthalten. Der Gehalt daran betriigt, verschieden nach Witterung,
Standort und anderen duBeren Bedingungen nur 0,0003 bis héchstens 0,001600,
bezogen auf Pilzfrischgewicht. Spiter erst fanden Eugster und Mitarbeiter im
Ziegelroten Rifpilz, Inocybe patouillardi, eine viel ergiebigere Muscarin-
quelle, die etwa die 120fache Menge des Giftes lieferte.

Nun stand vor den Forschern die nicht weniger schwierige {Aufgabe, diese
winzige Menge Muscarin zu analysieren. Das macht der organische Chemiker
im allgemeinen so, da® er den Stoff mit Hilfe verschiedener Reagenzien in
einfachere bekannte Stoffe aufzuspalten trachtet. Diese kann er dann meist
leicht identifizieren und aus den Spaltprodukten auf den Bau des Molekiils des
untersuchten Stoffes zuriickschlieBen. Dazu kommt noch eine Reihe anderer
Reaktionen, mit denen bestimmte charakteristische Gruppen im Molekiil nach-
gewiesen werden konnen. Als endgiiltigen Beweis der Formel versucht der
Organiker schlieBflich aus den gefundenen einfachen Stoffen das Molekiil
wieder aufzubauen. Glaubt er, daf das gelungen ist — was oft nicht der Fall
ist — dann muf er feststellen, ob .der synthetisierte Stoff dieselben physika-
lischen, chemischen und physiologischen Eigenschaften hat, wie der analysierte.
Fiir diese Arbeiten standen nur 0.26 Gramm des zu untersuchenden Stoffes
zur Verfiigung. Da eine ganze Reihe von Reaktionen durchgefiihrt werden
mufite, durften fir jede einzelne hochstens einige Milligramm angewendet
werden. Es mufiten also die Verfahren der Mikro- und Ultramikroanalyse
herangezogen werden, Methoden, die auch erst im letzten Jahrzehnt zur
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jetzigen Vollkommenheit entwickelt wurden, und die teilweise hohe Anforde-
rungen an die Geschicklichkeit der Ausfiihrenden stellen.

Wihrend die Analyse normalerweise mit Mengen von einigen Gramm bis
einigen Zehntel Gramm und Fliissigkeitsvolumen bis etwa hundert Milli-
liter arbeitet, tut dies die Mikroanalyse mit Milligrammen und Millilitern.
Solche Mengen abzuwigen, zu messen, zu destillieren und sublimieren,
mit anderen Reagenzien umzusetzen, damit Schmelz- und Siedepunkte zu
bestimmen, verlangt eine besondere Technik und eigene, sehr empfindliche
Apparate. Noch schwieriger sind die Methoden und Gerite der Ultramikro-
analyse zu handhaben, die unter Umstinden mit Milliontel Grammen auskommt.
Trotz dem FEinsatz dieser Verfahren ging die gesamte Menge an verfiigharer
Substanz auf, ohne daB nun alle Méglichkeiten zur sicheren Konstitionsauf-
klarung hitten ausgeniitzt werden konnen. So konnte also zunichst nur eine
wahrscheinliche Formel verdffentlicht werden.

Der schlechte Herbst 1955 brachte micht die erhoffte Pilzernte. Die Zwischen-
zeit nutzten die Forscher zu Versuchen, den der vermeintlichen Muscarinformel
ciitsprechenden Stoff synthetisch aufzubauen. Das gelang schlieflich; als aber
seine Eigenschaften gepriift wurden, zeigte es sich, dafl es inicht die des
Muscarins waren. Die Forscher muften also zu ihrer Enttiuschung feststellen,
daB} die seinerzeit verdffentlichte Formel unrichtig war, hatten aber zunichst
kein Muscarin mehr zur weiteren Untersuchung zur Verfiigung. Erst 1956
konnten mit Hilfe eines groflen Pharmazeutischen Werkes 1500 kg Fliegen-
pilze gesammelt und aufgearbeitet werden. Mit Hilfe des neugewonnenen
Muscarins, von dem diesmal eine mehr als zehnmal so groflie Menge zur
Verfiigung stand, ging es an neue Versuche zur Konstitutionsaufklirung dieses
Stoffes.. Die grofiere Menge Muscarin erméglichte bald ein sicheres Ergebnis.
Die Formel wurde gemid den neuen Erkenntnissen richtiggestellt und durch
Synthese bestiitigt.

Bevor jedoch diese korrigierenden Arbeiten veréffentlicht wurden, erschien
in einer niederlindischen chemischen Fachzeitschrift eine Arbeit des Utrechter
Universitiitsprofessors Kégl und seiner Mitarbeiter, die die richtige Formel
ebenfalls, auf ganz anderen Wegen, gefunden hatten.

Kigl hatte schon mit zwei Mitarbeitern 1931 iiber diesen Giftstoff gearbeitet.
Sie hatten damals aus 1250 kg Fliegenpilzen 0,135 Gramm einer am Frosch-
herz getesteten aktiven Substanz isoliert und eine Formel fiir Muscarin auf-
gestellt. Der nach dieser Formel kiinstlich aufgebaute Stoff jedoch war
vollstindig unwirksam, konnte also kein Muscarin sein. So wurde im Jahre
1942 die seinerzeit verdffentlichte Formel von Kdégl selbst wieder zuriick-
gezogen. Nach lingerer Unterbrechung begann nun Prof. Kogl mit einem neuen
Forscherkollektiv sich mit Hilfe der inzwischen entwickelten modernen
Verfahren von neuem mit dem Muscarin zu beschiftigen. Sie bedienten sich
dabei eines anderen Aufbereitungsverfahrens, das allerdings nicht minder
langwierig war und auch auf die Chromatographie zuriickgriff. An Stelle
des unbequemen Testes am lebenden Froschherzen hatten sie eine chemische
Reaktion auf Muscarin gefunden, mit der sie die Reinigung in einfacher
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Weise kontrollieren konnten. Zur Aufklirung des Molekiilaufbaues ver-
wendeten sie vorzugsweise physikalische Untersuchungsverfahren, darunter
insbesondere die langwierige, aber schlieBlich ein sicheres Bild der Atom-
verteilung im Molekiil ergebende Rontgenstrukturanalyse. In Zusammenarh&lt
des Organisch-Chemischen Institutes der Utrechter Universitit (der Arbeit
stitte Kogls) mit dem Laboratorium fiir Allgemeine und Anorganische Chemie
in Amsterdam und dem Laboratorium fiir Analytische Chemie in Utrecht
konnte schlieflich die genaue Struktur des Muscarins aufgeklirt werden. Als
Nebenergebnis dieser Arbeit wurde das Vorkommen eines weiteren Giftstoffes,
des Acetylcholins, in Fliegenpilzen festgestellt. Fiir den daran Interessierten sei
der endgiiltige chemische Name des Muscarins und die Formel, die verhiltnis-
mifBig einfach gegeniiber denen mancher anderen organischen Stoffe erscheint,
hier angefiihrt:

Trimethylammoniumchlorid des 2-Methyl-3-oxy-5-aminomethyltetrahydrofurans
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Auf zwei ganz verschiedenen Wegen haben so zwei Forschergruppen, eine
schweizer- und eine hollindische, unabhingig voneinander nach manchen
Irrwegen ein Problem gelost, an dem schon mehrere Generationen bhne
endgiiltiges Ergebnis gearbeitet hatten. Damit haben sie einen Baustein zur
Losung der wichtigen Frage nach dem Zusammenhang des chemischen Aufbaues
eines Stoffes und seiner Giftwirkung auf Tier und Mensch geliefert.
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