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Secalonsidure A und 9 dhnliche Mutterkorn-Farbstoffe, die Ergochrome, welche aus Roggen-
mutterkorn isoliert und aufgeklirt worden waren, lieBen sich auch aus Fliissigkeitskulturen
des Mutterkornpilzes Claviceps gewinnen. Nach Verfiittern von [2-14C}-, [1-14C]- und
[2-3H]Natriumacetat an Flissigkeitskulturen eines Claviceps spec. aus Japan wurden
radioaktive Ergochrome isoliert und deren Radioaktivititsverteilung durch Abbau bestimmt.
Das Ergebnis steht mit der Annahme in Einklang, daB die Biosynthese der Ergochrome aus
Acetateinheiten iiber Endocrocin (11) oder ein dhnliches Anthrachinon-Derivat und dessen
oxydative Ringbffnung erfolgt. Somit handelt es sich bei den Ergochromen um seco-Anthra-
chinone. [U-14C]Shikimisdure wurde nicht in die Ergochrome eingebaut.

Vertreter der Gattung Claviceps (Mutterkornpilze) zeichnen sich durch erstaunliche
Mannigfaltigkeit der Produkte und Reaktionen ihres Stoffwechsels aus. Daher ge-
winnen sie neben ihren Gift- und Heilwirkungen zunehmende Bedeutung als For-
schungsobjekt fiir biogenetische Zusammenhinge. Vielversprechend sind in dieser
Hinsicht auBer den Mutterkorn-Alkaloiden neuerdings die Mutterkorn-Farbstoffe.
So wurden kiirzlich aus Mutterkorn Secalonsiure A (1) 2-5. 7, Ergoflavin (4)6) sowie
acht dhnliche Farbstoffe (2, 3, 5-10) 2-4. 8. 9 in sterisch einheitlicher Form isoliert
und einschlieBlich ihrer absoluten Konfiguration vollstindig aufgeklirt. Diese zehn
hellgelben ,,Ergochrome<4) bilden eine Naturstoffgruppe von bemerkenswerter Voll-
stindigkeit, da sie alle zehn moglichen dimeren Kombinationen der vier monomeren
Xanthone A, B ,C und D enthilt. Die beiden Xanthonhilften der Ergochrome sind
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in 4.4’- oder 2.2’-Stellung miteinander verkniipft. AuBerdem waren aus Mutter-
korn die beiden Anthrachinon-carbonsiduren Endocrocin (11)1® und Clavorubin
(12)11) isoliert worden.

OH O OH OH O OH
c02c113 coch3
A B
OH
OH O o OH O g
T “@
ocC OII COyCH,
1 C D
1: A—A = Ergochrom AA (4.4%) 5: A—C = Ergochrom AC (2.2)
(Secalonsiure A) 6: B—C = Ergochrom BC (2.2")
2: B—B = Ergochrom BB (4.4") 7: A—D =Ergochrom AD (2.2
3: A—B = Ergochrom AB (4.4") 8: B—D = Ergochrom BD (2.2")
4: C—C = Ergochrom CC (2.2%) 9: C—D = Ergochrom CD (2.2)
(Ergoflavin) 10: D—D = Ergochrom DD (2.2")
OH O OH
O a
HO CH, 12: R = OH
R O

Die Strukturen der 12 Mutterkorn-Farbstoffe (1—12), die bisher isoliert und auf-
geklidrt wurden, lassen neuartige biogenetische Zusammenhinge vermuten. Sie alle
enthalten tricyclische Systeme aus 15 bzw. 16 Kohlenstoffatomen mit dhnlicher
Substituentenanordnung. Durch Isotopenversuche von Gatenbeck12) iiber die Bio-
synthese idhnlicher Anthrachinone ist weitgehend gesichert, daB Endocrocin (11)
durch Kondensation von acht Acetateinheiten iiber Malonyl-Coenzym A entsteht
Endocrocin seinerseits kann als Vorstufe zahlreicher, natiirlicher Anthrachinon-
Farbstoffe und sicher auch des Clavorubins (12) angesehen werden. Nach einer ein-
leuchtenden biogenetisch méglichen Reaktionsfolge lassen sich auch die Ergochrome
1—-10 vom Endocrocin ableiten!3®. In dieser Arbeit wird iiber Biosyntheseunter-
suchungen mit Hilfe radioaktiver Vorstufen berichtet, die beweisen, daBl die Ergo-
chrome durch oxydative Ring6ffnung iiber Anthrachinone aus Essigsdure hervorgehen.
Dies wurde in einer vorldufigen Veroffentlichung schon kurz mitgeteilt 13,

10 B. Franck und T. Reschke, Chem. Ber. 93, 347 (1960).

1) B. Franck und I. Zimmer, Chem. Ber. 98, 1514 (1965).

12 S. Gatenbeck, Acta chem. scand. 12, 1211 (1958).

13a) B, Franck, Angew. Chem. 76, 864 (1964); Angew. Chem. internat. Edit. 3, 763 (1964);
B. Franck, Festschrift Prof. Dr. K. Mothes, S. 153, Fischer-Verlag, Jena 1965.

13) B. Franck, F. Hiiper, D. Gréger und D. Erge, Angew. Chem. 78, 752 (1966); Angew. Chem.
internat. Edit. 5, 728 (1966).
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Isolierung von Ergochromen aus Oberflichenkulturen von Claviceps spec.

Fiir die Untersuchung ihrer Biosynthese war es aus zwei Griinden wichtig zu wissen,
ob sich die Ergochrome auch aus dem Oberflaichenmycel von Claviceps-Kulturen auf
synthetischen Nihrlosungen gewinnen lassen. Bei den Mutterkorn-Alkaloiden hat es
sich gezeigt, daB hiufig erhebliche Unterschiede in der Syntheseleistung von Sklerotien
verglichen mit saprophytischen Kulturen bestehen. Durch Isolierung aus saprophy-
tischen Kulturen wiirde sichergestellt, daB es sich bei den Ergochromen wirklich um
echte Stoffwechselprodukte des Mutterkornpilzes handelt, deren Bildung nicht etwa
einer Mitwirkung der Roggenpflanze zu verdanken ist. Zum anderen konnten Fiitte-
rungsversuche mit markierten Vorstufen an Oberflichenkulturen einfacher und un-
abhiingig von der Jahreszeit durchgefiihrt werden, als mit dem auf Roggenpflanzen
wachsenden Pilz. Fiir die Ziichtung von Claviceps-Stimmen auf Oberflaichenkulturen
gibt es bewihrte Verfahren14-16), Um einen nach Komponentenzahl und Menge
moglichst leistungsfihigen Ergochrombildner zu gewinnen, wurden Mutterkorn-
stimme unterschiedlicher Herkunft1?) auf Mannit-Rohrzuckerlosung14’ in Fernbach-
Kolben geziichtet. Anschlielend wurden Menge und Zusammensetzung des mit
Chloroform aus dem Mycel extrahierten Rohfarbstoffgemisches bestimmt (Auswahl:
Tab. 1). Ein afrikanischer Grasmutterkornstamm lieferte nur geringe Mengen farb-
losen Trockenmycels, das keine Ergochrome enthielt. Die hochste Rohfarbstoffmenge,

Tab. 1. Ausbeute an Mycel und Farbstoffen aus je einer 250-ccm-Oberflichenkultur von
verschiedenen Stimmen des Mutterkornpilzes

Alter der Ausb. an CHCl;- Farbe des chromatograph.
Bezeichnung des Stammes Kultur Trockenmycel  Extrakt Rohfarbstoff- nachgewiesene
(Tage) (®) (mg) gemisches Ergochrome
Japan. Stamm 467 20 7.7 83 braun ' AB, AA,BB, AC,
{ BC, CC, AD,
Claviceps purpurea 20 9.7 23 braun \ BD, CD, DD
Afrikan. Grasmutterkorn 12 5.7 1.1 weifl keine

niamlich 83 mg im Mycel einer 250-ccm-Oberflichenkultur produzierte ein Stamm
467 von Claviceps spec., der in Japan auf Elymus Mollis parasitierte. Darin lieBen sich
dinnschichtchromatographisch die Ergochrome AC (5) BC (6), CC (4) und CD (9)
als Hauptkomponenten, sowie die ibrigen in geringer Menge nachweisen. Sie alle
wurden im Verlauf der weiteren Untersuchungen auch durch Isclierung und spektro-
skopischen Vergleich identifiziert. Die Bildung der Anthrachinone Endocrocin (11)
und Clavorubin (12) in Fliissigkeitskulturen von Claviceps purpurea war schon frither
festgestellt worden 18), Mit diesem Ergebnis waren gute Voraussetzungen fiir die Unter-
suchung der Ergochrom-Biosynthese gegeben. Mutterkorn-Farbstoffe aus dem Mycel
von Oberflichenkulturen und aus Mutterkorndroge unterscheiden sich nicht in

14 M. Abe, T. Yamano, Y. Kozu und M. Kusumoto, J. agric. chem. Soc. Japan 25, 458 (1952).

15 A. Stoll, A. Brack, H. Kobel, H. Hofmann und R. Brunner, Helv. chim. Acta 37, 1815
(1954).

160) D. Groger, Arch. Pharmaz. 292, 389 (1959); D. Griger und D. Erge, Planta med. 9, 471
(1961).

1D Herrn Prof. Dr. Matazo Abe, Tokio, danken wir sehr herzlich fir die japanischen Skle-
rotien, die als Ausgangsmaterial fiir die Anlage saprophytischer Kulturen dienten.

18) D. Groger, Planta med. 8, 430 (1960).
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ihren Strukturen, wohl aber ist das Mengenverhiltnis verschieden. Im Oberflichen-
mycel iiberwiegt hidufig das Ergochrom BC (6), in der Droge dagegen das Ergochrom
AA (1).

Verfiitterung von [2-14C]- und {1-"4C]Natriumacetat

Alle Ergochrome (1—10) enthalten das Ringsystem 15. Formale Betrachtung und
das gemeinsame Auftreten mit Endocrocin (11) im Mycel von Claviceps purpurea
lassen vermuten, daBl 15 in folgender Weise aus Endocrocin oder einer dhnlichen
Anthrachinon-Vorstufe gebildet wird:

1) Oxydative Ring6ffnung des Anthrachinons 13 zur Benzophenoncarbonsiure 14.

2) RingschluBl zum Xanthon-Derivat 15.

HO CO.H O loLm
13 14 15

Um diese Hypothese zu beweisen, konnte man untersuchen, ob radioaktiv mar-
kiertes Endocrocin nach Verfiittern an Kulturen von Claviceps purpurea radioaktive
Ergochrome ergibt. Da Endocrocin als Naturstoff, wie auch durch Synthese19 der-
zeitig noch schlecht zuginglich ist, wurden zunichst Fiitterungsversuche mit
14CH3CO,;Na und CH314CO,Na durchgefithrt. Durch spezifischen Abbau und Be-
stimmung der Radioaktivitidtsverteilung kann auch auf diesem Wege die Richtigkeit
der Hypothese gepriift werden.

[2-14C]- und [1-14C]Natriumacetat wurden in getrennten Ansdtzen an Ober-
flichenkulturen des japanischen Claviceps spec. Stamm 467 verfiittert. Chromato-
graphische Auftrennung der erhaltenen Rohergochrom-Gemische ergab radioaktives
Ergochrom BC (6) als Hauptprodukt, sowie in kleineren Mengen die Ergochrome
BB (2), AB (3) und AC (5). Aus dem Ansatz mit [2-14C]Natriumacetat wurden 24.4
mg Ergochrom BC der spezif. Aktivitdt 2.64 - 107 dpm/mMol erhalten. Das entspricht
einer spezif. Einbaurate der sehr stoffwechselaktiven Essigsdure von 0.04%;.

Falls z. B. das Ergochrom AB (3) iiber die hypothetische 2. 20) Heptaketopalmitin-
sdure (16) und Endocrocin (11) aus Essigsdure entsteht, so sollten darin die Methyl-( %)
und Carboxyl-C-Atome (keine Kennzeichnung) der Essigsdure wie angegeben ange-
ordnet sein. Besonders aufschluBreich fiir die angenommene oxydative Ringdffnung
des Endocrocins ist das Carboxyl-C-Atom des Ergochroms. Es miil3te einer Methyl-
gruppe der Essigsdure entstammen und durch seinen erhdhten Oxydationszustand
den oxydativen Eingriff bei der Biosynthese unmittelbar anzeigen. Das untenstehende
Formelschema beschreibt die verwendeten Abbaureaktionen zur Bestimmung der

19) Eine Endocrocin-Synthese, die einfacher ist als die von B. S. Joshi, S. Ramanarhan und
K. Venkataraman, Tetrahedron Letters [London] 1962, 951, und eine spezifische Markie-
rung der Chinoncarbonylgruppen erlaubt, wird von U. Ohnsorge und H. Flasch in unserer
Arbeitsgruppe entwickelt.

200 4. C. Neish und J. B. Harborne, Biochemistry of Phenolic Compounds, S. 303, Academic
Press, New York 1964.
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Radioaktivititsverteilung in den beiden aus [2-14C]- und [1-14C]Natriumacetat
erhaltenen Ergochromen AB (3). Die Kuhn-Roth-Essigsdure wurde durch Schmidt-
Abbau in CO, sowie Methylamin gespalten und letzteres anschlieBend durch Konden-
sation mit O-Benzyl-isovanillin und Natriumborhydrid-Reduktion in Methyl-[4-
methoxy-3-benzyloxy-benzyl]-amin2l) {ibergefiihrt.

8 CHaCOH —>

CH,

16 11

Acy0/Pyr
_—

17

48proz. Brom-
wasserstoffsdure

OH

28 CO, + 2 CH EOZH HO,C " CH,

20

AN |

CHoNH;  CO,

*Co, d

Ein in Anlehnung an Whalley u. a.7) durchgefiihrter Abbau mit Acetanhydrid/
Pyridin und konz. Bromwasserstoffsiure zerlegte das Ergochrom AB in 2.4.2'.4'-
Tetrahydroxy-biphenyl (19) sowie je zwei Molekiille CO, und 5-Hydroxy-3-methyl-
benzoesdure (20). Die Carboxylgruppe von 20 wurde anschlieBend durch Schmidt-
Abbau als CO; abgespalten. Auf diese Art konnte die Radioaktivitdt der C-Atome
aus der Kuhn-Roth-Essigsdure sowie aus der Carboxyl- und der Carbonylgruppe des
Ergochroms AB einzeln, die von weiteren gruppenweise bestimmt werden.

Die Ausbeute an 2.4.2’.4’-Tetrahydroxy-biphenyl (19) war bei diesem Abbau des
unsymmetrischen Ergochroms AB (3) im Gegensatz zu den Ergochromen AA (1) und
BB (2) jedoch so gering, daB es nicht isoliert werden konnte. Die niedrige Ausbeute
148t sich darauf zuriickfiihren, dal3 die Molekiilhilfte B von Ergochrom AB bei der

21) D. H. R. Barton, R. H. Hesse und G. W. Kirby, J. chem. Soc. [London] 1966, 6379.
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Acetolyse langsamer reagiert als die Hilfte A. Daher wird nur wenig Tetrahydroxy-
biphenyl gebildet und es entsteht statt dessen durch selektive Aufspaltung von Mole-
kiilhdlfte A bevorzugt ein 2-[2.4-Dihydroxy-phenyl]-hemiergochrom AA.

Tab. 2. Abbauprodukte und Radioaktivititsverteilung der Ergochrome AB (3) aus [2-14C]-
und [1-14C]Natriumacetat

14CH;CO2H CH;314COH
Substanz spezif. markierte spezif. markierte
Aktivitidt C-Atome Aktivitat C-Atome
(dpm/mMol) ber. gef. (dpm/mMol) ber. gef.

Kuhn-Roth-Abbau

Ergochrom AB (3) 4.87-106 16 16.6 3.65-105 14 15.4
CH;CO;H (18) 2.93.105 1 1 2.20-104 1 1
CO; (a) 1.61-105 0.5 055 9.12-103 14/32
=044 042
CO; (b) 34 102 0 0.01 22 104 1 1
CH;NH:2 2.93-103 1 1 — V] —
HBr-Abbau

Ergochrom AB (3) 9.6 -105 16 16.6 3.65-105 14 15.4
CO; (0 4.9 -103 0 0.09 1.28-104 1 0.58
5-Hydroxy-3-methyl-benzoe-

sdure (20) 2.62-105 5 4.6 4.99-104 3 2.3
CO; (d) 3.68-104 1 0.64 1.5 -102 0 0.07

Aus den Ergebnissen (Tab. 2) konnte bei allen fiir den Biosynthesemechanismus
wichtigen C-Atomen festgestellt werden, ob sie aus der Methylgruppe () oder aus der
Carboxylgruppe (keine Kennzeichnung) der Essigsdure stammen. Zur Berechnung
der Anzahl markierter C-Atome setzte man die Aktivitat der Essigsdure vom Kuhn-
Roth-Abbau gleich einem C-Atom. Innerhalb der Fehlergrenze fand sich genau die
Verteilung, die zu erwarten ist, wenn die Ergochrome durch oxydative Ringéffnung
aus Endocrocin entstehen. Die urspriingliche Kette der hypothetischen Heptaketo-
palmitinsdure (16) wird also am Chinon-C-Atom aufgespalten.

Weiterhin war nun zu priifen, ob die Erkenntnis iiber die Biosynthese von Ergochrom
AB (3) auch fiir die anderen Ergochrome gilt. Daher wurden Ergochrom BC (6) des
[2-14C]Acetat-Versuchs und Ergochrom AC (5) aus [1-14C]Acetat ebenfalls einem
Abbau mit Acetanhydrid und Bromwasserstoffsdure zur Bestimmung der Radio-
aktivitidtsverteilung unterworfen. Diese beiden Ergochrome unterscheiden sich vom
Ergochrom AB (3) darin, daB sie eine Molekiilhilfte C des Ergoflavins (4) enthalten
die bei diesem Abbau unverindert bleibt. Infolgedessen entsteht, wie schon Whalley™
beim Abbau eines Ergochrom-AC-Préparates feststellte, neben nur je einem Mol CO,
und Sidure 20 2-[2.4-Dihydroxy-phenyl]-hemiergoflavin (23) und kein 2.4.2.4'-
Tetrahydroxy-biphenyl (19). Wir fanden, daB das diastereomere Ergochrom BC (6)
sich dhnlich verhilt. Energische Acetylierung von inaktivem Ergochrom BC (6) mit
Acetanhydrid/Pyridin ergab unter Ringdffnung in der Ergochromhilfte B das kristal-
lisierte Hexaacetat 21. Darin sind alle Chiralitéitszentren der Ergochromhilfte B auf-
gehoben, und es war dementsprechend mit der von Whalley? aus Ergochrom AC (5)
erhaltenen Verbindung nach Schmp. (239—241°), IR-Spektrum und spezifischer
Drehung identisch. Auch das daraus durch Kochen mit 48 proz. Bromwasserstoft-
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sdure gebildete kristallisierte 2-[2.4-Dihydroxy-phenyl]-hemiergoflavin (23) (Schmp.
192°) entsprach in seinen Eigenschaften dem Produkt aus Ergochrom AC (5). Aufler-
dem erhielten wir beim HBr-Abbau des Ergochroms BC (6) mit 439, Ausbeute die
Sédure 20 und eine dritte Verbindung in gelben Nadeln vom Schmp. 192 —194°. Thr
IR-Spektrum zeigte bei 1720/cm eine Bande fiir freies Carboxyl und unterschied sich
sonst nur wenig von dem des Ergochroms BC. Die Vermutung, dal} es sich um Des-

Abbauschema fiir das nach Verfiitterung von [2-14C]Natriumacetat isolierte
Ergochrom BC (6)

Ac;O0/Pyr
LA

OH

CH,

20

*CO,

methoxy-ergochrom BC (22) handelt, lieB sich durch zwei Versuche bestiitigen. Die
Verbindung konnte durch Veresterung mit Methanol in Ergochrom BC iibergefiihrt
werden. Zum anderen wurde sie auch nach Verseifung von Ergochrom BC mit Brom-
wasserstoffsdure/Fisessig gewonnen.

Obwohl die Ergochrome BC (6) und AC (5) somit gleiche Abbauprodukte bilden,
zeigten sie einen {iberraschenden Unterschied in der Geschwindigkeit ihrer zu 23
fithrenden Acetolyse. So entstand in einem Falle bei der Einwirkung von Acetan-
hydrid und Bromwasserstoffsdure auf radioaktives Ergochrom BC (6), das mit



1968 Mutterkorn-Farbstoffe (XVII.) 1961

inaktivem AC (5) verdiinnt worden war, nur inaktives 2-{2.4-Dihydroxy-phenyl]-
hemiergoflavin (23). Das 148t sich darauf zuriickfiihren, daBl die Acetolyse der Ergo-
chromhilfte A rascher verlduft als die von B, weil dabei die sterische Spannungs.8)
zwischen den in cis-Stellung befindlichen Substituenten an C-10 und C-5 von A
aufgehoben wird. Deshalb entsteht bei einem nicht vollstindigen Abbau eines Ge-
misches der Ergochrome AC und BC nur das Abbauprodukt von AC.

Tab. 3. Abbauprodukte und Radioaktivititsverteilung der Ergochrome BC und AC aus
Fitterungsversuchen mit [2-14C]- und [1-14C]Natriumacetat

14CH3CO,H CH;14COH
spezif. markierte spezif. markierte
Substanz Aktivitat C-Atome Aktivitat C-Atome
(dpm/mMol) ber. gef. (dpm/mMol) ber. gef.
Ergochrom AC (5) - - - 8.8 104 14 14
Desmethoxy-ergochrom BC (22} 1,94 -103 16 16 — —_ —
5-Hydroxy-3-methyl-benzoesiure (20) 5.27-104 5 4.35 1.92-104 3 3.05
CO; (e} 7.18-102 0 0.06 4.7 -103 1 0.75
CO; (f) - — — 2.6 -102 0 0.04
2-[2.4-Dihydroxy-phenyl]-hemiergo-
flavin (23) 1.30-105 11 10.7 — - —

Die Ergebnisse der nach dem Abbau der radioaktiven Ergochrome BC (6) und AC
(5) durchgefiithrten Aktivitdtsmessungen sind in Tab. 3 zusammengefal3t. Bei der Aus-
wertung setzte man die Radioaktivitit des Desmethoxy-ergochroms BC aus [2-14C]-
Acetat gleich 16 und die des Ergochroms AC vom [1-14C]Acetat-Versuch gleich 14,
der berechneten Anzahl an markierten C-Atomen entsprechend. Hierauf wurden die
anderen Werte bezogen. Fiir die Aktivitit des Ergochroms BC ergibt das den etwas
zu hohen Wert 16.6, was darauf zuriickzufithren ist, da ein Teil der verfiitterten,
radioaktiven Essigsidure iiber den C;-Stoffwechsel in die Methoxylgruppe gelangt. Die
Messungen zeigen, dall ebenso wie beim zuvor untersuchten Ergochrom AB die Sdure
20 5 radioaktive C-Atome enthilt, wenn [2-14C]Acetat verfiittert wurde. Die
Saure 20 des Ergochroms AC aus [1-14C]Acetat hat erwartungsgemdl nur 3 mar-
kierte C-Atome. Somit gehen diese C-Atome (*) auch bei der Biosynthese der Ergo-
chrome BC und AC aus der Methylgruppe des Acetats hervor. Ebenso entsprechen
die Radioaktivitidten der anderen aus Ergochrom BC (6) und AC (5) erhaltenen Ab-
bauprodukte innerhalb der Fehlergrenze dem fiir Ergochrom AB nachgewiesenen
Biosyntheseweg aus Acetat {iber Endocrocin (11) und dessen oxydativer Ring6ffnung.

Verfiitterung von [2-3H]Natriumacetat

Zur Erginzung und Sicherung der mit 4C-markierten Acetaten erhaltenen Be-
funde wurde auch [2-3H]Natriumacetat an den Mutterkornpilz verfuttert. Diese
Untersuchung ist nach folgenden Uberlegungen aufschluBreich. Falls das [2-3H]-
Acetat auf dem oben diskutierten Biosyntheseweg iiber eine hypothetische tritium-
markierte Heptaketopalmitinsdure (16a) und Endocrocin (11a) in ein Ergochrom
eingebaut wird, so kann dieses, wie das Formelschema zeigt, nur in der C-Methyl-
gruppe und an einer Position des Phenylkerns mit Tritium markiert sein. Die Tritium-
aktivitdt am Phenylkern geht jedoch durch Austausch verloren, wenn wihrend der

Chemische Berichte Jahrg, 101 125
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Biosynthese die intermedidr gebildete Poly-B-ketosdure bzw. der betreffende Teil
davon kurzfristig frei auftritt, oder in dieser Position eine voriibergehende Substitu-
tion erfolgt. Eine Tritiumaktivitdt im Ringsystem, die hoher ist, als der Markierung
mit einem 3H-Atom entspricht, wiirde gegen eine Biosynthese sprechen, die uber
Anthrachinone verlduft. Statt dessen miiBte dann z. B. ein direkter Aufbau des hydro-
aromatischen Ringes der Ergochrome aus aliphatischen Folgeprodukten der Essig-
sdure erwogen werden.

COZH OH O OH
COoH
16 CT5;COpH —> 2 O‘O
HO CT,
Ty Ty T T O T
16a 1la
OH O OH
— O (5
CT,

2 CO,CH,

Die chromatographische Auftrennung des nach Verfiitterung von [2-3H]-
Natriumacetat isolierten radioaktiven Rohergochrom-Gemisches ergab, anders als
bei den vorhergehenden Fitterungsversuchen, Ergochrom BD (8) als Hauptprodukt
und auch Ergochrom BC (6) in geniigender Aktivitidt fur die Abbauversuche. Zur
Bestimmung der Radioaktivitat der C-Methylgruppe wurde diese mittels Kuhn-Roth-
Oxydation als Essigsdure abgespalten. Um durch Substraktion ihrer Aktivitit von der
gesamten des Ergochroms BC die Radioaktivitit am Phenylkern zu ermittein, mulite
zuvor die Methoxylgruppe entfernt oder auch deren Aktivitdtswert festgestellt werden.
In Tab. 4 sind die gemessenen Radioaktivititen des durch Verseifung mit Brom-
wasserstoffsiaure/Eisessig erhaltenen Desmethoxy-ergochroms BC (22) und der Kuhn-
Roth-Essigsidure zusammengestellt. Daraus ergibt sich, daBl, bezogen auf die gleich
3 gesetzte Aktivitdt der Essigsdure das Desmethoxy-ergochrom BC innerhalb der
Fehlergrenze 8 markierte H-Atome hat, wovon 6 auf die zwei C-Methylgruppen und 2
auf je einen Phenylkern der beiden Molekiilhélften entfallen.

Der etwas zu hohe Wert fiir die Radioaktivitdt des kernstdndigen Tritiums kénnte
darauf zurickgefithrt werden, dal3 die C-Methylgruppe unter den Bedingungen der
Kuhn-Roth-Oxydation Tritium durch Austausch verliert. Dadurch erhoht sich der
durch Substraktion gebildete Aktivitdtswert fiir den Tritiumgehalt am Phenylkern.
Tatsdchlich lieB sich der Austausch von C-Methyl-H-Atomen eines Ergochroms
wahrend der Kuhn-Roth-Oxydation mit Hilfe des einfachen von Simon und Floss22)
empfohlenen Kontrollversuches nachweisen. So ergab inaktives Ergochrom AB (3),
als es der Oxydation bei Gegenwart von [3H]H,O unterworfen wurde, tritierte Essig-
saure, deren spezif. Radioaktivitdt 139} der des tritiumhaltigen Wassers betrug.

22) H. Simon und H. G. Floss, Bestimmung der Isotopenverteilung in markierten Verbin-
dungen, S. 14, Springer-Verlag, Heidelberg 1967.
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Tab. 4. Abbauprodukte und Radioaktivititsverteilung des Ergochroms BC aus dem Fliitte-
rungsversuch mit [2-3H]Natriumacetat

spezif. Akt. markierte .
Substanz (dpm/mMol) 3H-Atome pro Molekiil
theor. gef.
Desmethoxy-ergochrom BC (22) 3.15-106 8 8.4
CH3CO2H vom Kuhn-Roth-Abbau 1.13-106 3 3
H-Atome am Ringsystem (Differenz) 0.89-106 2 2.4

Eine Bestimmung der Radioaktivitit des Methoxyls durch Abspaltung nach Zeise/
und Isolierung des Methyljodides als Methyltridthylammoniumjodid gab infolge
Tritiumaustausch einen wesentlich zu kleinen Wert.

Verfiitterung von [U-4C|Shikimiséiure

Kirzlich fanden Leistner und Zenk?3, dafl bei Anthrachinonen aus hoheren Pflan-
zen aufler Acetat auch Shikimisdure (25) als Biosynthese-Vorstufe dient. Bei Fiitte-
rungsversuchen mit Rubia tinctorum wurde in den Ring A des Alizarins (26) kein
Acetat, wohl aber Shikimisdure aufgenommen. Die Autoren diskutierten daher, daf3
auch der bei Anthrachinonen aus niederen Pilzen nachgewiesene Einbau von Acetat!2)

O OH
HO COgH OH
— QI
HO
OH (@]
25 26

iiber Shikimisdure als weitere Zwischenstufe erfolgen kénnte. Da von dieser Frage
auch unsere Vorstellungen iiber die Biosynthese der Ergochrome beriihrt werden,
untersuchten wir, ob nach Verfiitterung von [U-14C]Shikimisdure an Oberflichen-
kulturen von Claviceps spec. ein Einbau in die Ergochrome eintritt. In dem anschlie-
Bend isolierten und gereinigten Ergochrom BC (6) war jedoch keine Radioaktivitit,
die auf den Einbau der markierten Shikimisdure schliefien lieBe, nachzuweisen.

Diskussion der Ergebnisse

Die Radioaktivitdtsverteilung der nach Verfiittern von [2-14C]l-, [1-14C]-
und [2-3H]Natriumacetat sowie [U-14C]Shikimisdure an den japanischen Mutterkorn-
stamm spec. 467 erhaltenen Ergochrome AB (3), BC (6) und AC (5) steht mit
der Annahme in Einklang, da3 deren Biosynthese aus Essigsdure iiber eine Poly-f-
carbonyl-Zwischenstufe erfolgt. Erwartungsgemif zeigt die geringere Aktivititsauf-
nahme aus [1-14CJAcetat an, daBl die nicht endstindigen Acetateinheiten wie bei
der Fettsdure?4- und Anthrachinon-Biosynthese2S) iiber Malonyl-Coenzym A ein-

23) E. Leistner und M. H. Zenk, Tetrahedron Letters [London] 1967, 475; Z. Naturforsch.
22b, 865 (1967).

24) F. Lynen, Angew. Chem. 77, 929 (1965).

25) S. Shibata und T. Ikekawa, Chem. and Ind. 1962, 360.
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gebaut werden, wobei ein Teil der Carboxyl-Aktivitit verloren geht. Die Ergebnisse
beweisen weiterhin, daBl die Poly-B-carbonyl-Zwischenstufe im Verlauf der Biosynthese
an dem C-Atom, das die Carboxylgruppe der Ergochrome ergibt, oxydativ aufge-
spalten wird. Diese oxydative Spaltung erfolgt entweder wihrend, oder nach der
Kondensation der Poly-B-carbonyl-Zwischenstufe zu einem Anthrachinon von der
Art des Endocrocins (11). In der nachstehenden Arbeit26? wird durch Fitterungs-
versuche mit markierten Anthrachinonen gezeigt, dal die oxydative Spaltung erst
nach Beendigung der Anthrachinon-Biosynthese eintritt.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemischen Industrie danken
wir fiir groBziigige Forderung dieser Untersuchungen.

Beschreibung der Versuche

Die Radioaktivitit der 14C- und 3H-Prédparate wurde im Packard-Fliissigscintillationszdhler
Tricarb 3314 gemessen. Als Scintillator diente eine Losung von 5 g 2.5-Diphenyl-oxazol (PPO)
und 300 mg 1.4-Bis-[4-methyl-5-phenyl-oxazolyl-(2)]-benzol (Dimethyl-POPOP) in 1 / Toluol.
Die Proben wurden in 15 ccm fliissigem Scintillator, dem man in einigen Féllen 1-—-2 ccm
Methanol als Loésungsvermittler zufiigte, in Probenflaschchen aus kaliumarmem Glas (Pak-
kard) untersucht. Zur Bestimmung der Zihlausbeuten diente eine 137Cs-Quelle als externer
Standard. Die Radioaktivitit ist in dpm (desintegrations per minute) angegeben. 2.22 - 109
dpm = 1 mC. Dunnschichtchromatogramme 14C- und 3H-markierter Verbindungen wurden
mit dem Radiochromatogramm-Scanner Berthold bei einer Arbeitsspannung des Propor-
tionalzahlrohres von 3000 V und Verwendung von Methan als Ziihigas ausgewertet.

Schmelzpunkte sind im Berl-Block bestimmt und korrigiert. Fiir analytische und préapara-
tive Schichtchromatogramme® imprignierte man Kieselgel G (E. Merck) mit 7.5proz. wilr.
Weinsdure, aktivierte die gestrichenen Platten 1 Stde. bei 110° und verwendete CHCly/
CH3;OH-Gemische verschiedener Zusammensetzung als Laufmittel. Die fertigen Chromato-
gramme entwickelte man durch Besprithen mit einer Lésung von diazotierter Sulfanilsdure
(Pauli-Reagens)2).

Isolierung von Ergochromen aus dem Mycel von Oberflichenkulturen verschiedener Stimme
des Mutterkornpilzes: Mit Stammen von Claviceps spec., die in Japan auf Elvmus Mollis und
auf einheimischen Roggenpflanzen parasitierten, sowie einem afrikanischen Grasmutterkorn-
stamm wurden je 250 ccm Nihrlosung in 1.6-/-Fernbach-Kolben beimpft. Die Nihrlosung
enthielt 50 g Mannit, 50 g Rohrzucker, 5.4 g Bernsteinsidure, 3.0 g Hefeextrakt (Difco), 0.1 g
KH,POy4, 0.3 g MgSOy, 4.4 mg ZnSO4 und 10 mg FeSO4 in 1 /] Wasser und war mit wilr.
NH; auf pH 5.4 eingestellt. Am Ende der Versuche trennte man das Oberflichenmycel ab,
wusch es 2mal mit Wasser und trocknete wiahrend 12 Stdn. bei 50°. Zur Isolierung der Ergo-
chrome entfettete man jeweils 5 g Trockenmycel durch 2mal 2stdg. Kochen mit je 100 ccm
Petrolither (0.55 g = 11 Gew.-%; Lipoide). AnschlieBend kochte man 4mal 2 Stdn. mit je
100 ccm CHCly aus, dampfte ein, versetzte den oligen Riickstand mit 50 ccm Petrolither,
filtrierte das ausgefillte, gelbbraune Rohergochrom-Gemisch ab und wusch mit Petrolither.
Kulturdauer, Ausbeuten und die diinnschichtchromatographisch bestimmte Zusammen-
setzung des Rohergochrom-Gemisches sind in Tab. 1 zusammengefalt.

Zur hydrolytischen Freisetzung von Ergochromen, die moglicherweise glykosidisch ge-
bunden sind, wurde das mit CHCI3 extrahierte Mycel fiir 2 Tage in 50 ccm 10proz. wiBr.,
Weinsiure suspendiert, anschlieBend abfiltriert, je 3mal mit 20 ccm Wasser und 20 ccm

26) D. Groger, D. Erge, B. Franck, U. Ohnsorge und H. Flasch, Chem. Ber. 101, 1970 (1968),
nachstehend.
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80proz. wiBr. Methano! gewaschen, getrocknet und wieder, wie oben beschrieben, mit
heiBlem CHClI; extrahiert. Da in dem schwach rotbraun gefirbten CHCl3-Extrakt keine Ergo-
chrome nachzuweisen waren, wurde bei allen nachfoigenden Extraktionen auf einen Wein-
sdureaufschluf verzichtet.

Isolierung und Abbau des radioaktiven Ergochroms AB (3) nach Verfiitterung von [2-14C)-
Natriumacetat

Eine Losung von 0.5 mC /2-14CjNatriumacetat (Radiochemical Centre, Amershams
1.5 mg, spezif. Aktivitit 27.4 mC/mMol) und 45.1 mg inaktivem CH3CO,Na-H>0 in 55 ccm
Wasser wurde steril filtriert. 54.5 ccm dieser Losung spritzte man in gleichen Anteilen unter
das Oberflichenmycel von 10 gut wachsenden 17 Tage alten Oberflichenkulturen des japa-
nischen Claviceps-Stammes 467 in 1.6-/-Fcrnbach-Kolben mit je 180 ccm Nihrlosung. Nach
weiteren 17 Tagen erntete man das Mycel ab und isolierte das Rohergochrom-Gemisch, wie
im ersten Abschnitt beschrieben. Dieses wurde zur Abtrennung dunkel gefirbter, polymerer
Begleitstoffe in 20 ccm CHCl3/CH3OH (95 : 5) durch eine kurze Sdule (1 < 2.5cm) von 3 g
weinsaurem Kieselgel G filtriert, das Kieselgel mit 10 ccm CHCI3/CH3OH (95: 5) nach-
gewaschen, die vereinigten Eluate zweimal mit je 30 ccm Wasser ausgeschiittelt, mit NaySOy
getrocknet und eingedampft. Die erhaltenen 158 mg hellbraunes Rohergochrom-Gemisch
verteilte man auf die Startlinie von fiinf 1.2-mm-Schichtplatten mit weinsaurem Kieselgel G,
trennte mit CHCI3/CH;0H (99 : 1), das man 6— 7mal aufsteigen lieB auf, schabte die Zonen
heraus und cluierte mit CHCI;/CH;OH (90:10). Um Weinsidure abzutrennen, wusch man
den Eluatriickstand mit Wasser neutral. Die Ausbeuten an chromatographisch reinen, radio-
aktiven Ergochromen betrugen: 24.4 mg Ergochrom BC (6), spezif. Aktivitit 2.64-107 dpm/
mMol; 4.1 mg Ergochrom BB (2); 3.2 mg Ergochrom AB (3); Spur Ergochrom AC (5).

Die Radioaktivitiit der Ergochrome BB, AB und AC wurde wegen der geringen Substanz-
mengen erst nach dem Verdiinnen mit inaktiven Ergochromen bestimmt. Das Ergochrom BC
wurde dreimal aus CHCl3/CCly (5:1) umkristallisiert.

a) Kuhn-Roth-Oxydation des radioaktiven Ergochroms AB (3): 3.2 mg des radioaktiven
Ergochroms AB (3) wurden mit 100 mg inaktivem Ergochrom AB versetzt und Smal bis zur
konstanten spezif. Aktivitit von 4.87-106 dpm/mMol aus Benzol/Cyclohexan (10:1) um-
kristallisiert. Hiervon kochte man 15 mg (0.024 mMol) in einer Mischung aus 1 ccm HSO4
(d 1.84) und 4 ccm 5 #n widlr. CrO3 90 Min. unter RiickfluB. Das entweichende CO; absorbierte
man in 0.2 » NaOH und fallte mit 10proz. Bariumchloridlosung 82.4 mg BaCO3 (63%, bez,
auf die Umsetzung Ci3;H30014 — 28 CO;, -+ 2 CH3CO,H) der spezif. Aktivitit 1.61-105
dpm/mMol. Das Oxydationsgemisch wurde in einer Mikrowasserdampfdestillationsapparatur
(Quickfit) mit gesitt. NaySO4-Losungauf 15 ccmaufgefiillt, nach 4 maligem Zufiigen von jeweils
10 ccm Wasser insgesamt 40 ccm abdestilliert und die im Destillat enthaltene Essigsdure mit
0.01 # NaOH gegen Phenolphthalein titriert. 0.0372 mMol = 3.05 mg (80%,) Natriumacetat
der spezif. Aktivitit 2.93-105 dpm/mMol.

b) Schmidr-Abbau der radioaktiven Kuhn-Roth-Essigsiure aus Ergochrom AB (3): 1.8 mg
(0.022 mMol) des Natriumacetates vom Kuhn-Roth-Abbau versetzte man mit 30.0 mg inakti-
vem Natriumacetat und Fillte aus Methanol/Ather um. Eine Losung von 21.3 mg (0.26 mMol)
dieses Acetates in 0.3 ccm konz. Schwefelsdure versetzte man in einem Zweihalskolben mit
50 mg (0.77 mMol) NaNj, schloB eine Waschfiasche mit 5proz. KMnO4 in n HSO4 und
dahinter ein AbsorptionsgefiBl mit 0.2 » NaOH an. Danach wurde ein schwacher N,-Strom
durch die Apparatur geleitet und dic Reaktionsmischung langsam auf 70° erwidrmt. Nach
1 Stde. lieB man abkiihlen, leitete noch eine weitere Stde. N> durch die Apparatur und fillte
das absorbierte CO, wie unter a) als BaCOj3 aus. 48.8 mg (95%) der spezif. Aktivitit 3.4 -102
dpm/mMol.
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Zur lIsolierung des Methylamins alkalisierte man die Reaktionslgsung mit einem Uber-
schuB an 0.2 » NaOH, destillierte in eine Vorlage mit 5 ccm 0.2  HCl und dampfte die
Methylamin-hydrochlorid-Losung unter einer IR-Lampe zur Trockne. Den Riickstand (18.2
mg) nahm man in 2 ccm Methanol auf, versetzte mit 10 mg O-Benzyl-isovanillin21}, nach einer
Stde. mit 150 mg NaBH, und nach weiteren 12 Stdn. mit S Tropfen 5 » NaOH. Die alkalische
Loésung wurde mit 30 ccm Wasser versetzt, 2mal mit je 50 ccm CHCI3 extrahiert, der Ein-
dampfriickstand der vereinigten Extrakte in 1 ccm Ather aufgenommen und durch Zusatz
von 1 ccm dther. HCl 43.4 mg (569%;) Methyl-[4-methoxy-3-benzyloxy-benzylj-amin-hydro-
chlorid?? der spezif. Aktivitdt 5-104 dpm/mMol abgeschiedcen.

c) Abbau des radioaktiven Ergochroms AB (3) mit Acetanhydrid und HBr: Die nach Versuch
a) verbliebenen restlichen Fraktionen radioaktiven Ergochroms AB (3) wurden nach Zufiigen
von 230 mg inaktivem Ergochrom AB bis zur konstanten spezif. Aktivitit von 9.6-105 dpm/
mMol viermal aus Benzol/Cyclohexan (10 :1) umkristallisiert. 201 mg (0.32 mMol) hiervon
kochte man mit 75 mg Natriumacetat in 2.5 ccm (26 mMol) Acetanhydrid 2.5 Stdn. unter
Riuckflu3, engte die Losung ein, extrahierte den Riickstand mit 50 ccm CHCI3, wusch den
Extrakt 3mal mit je 50 ccm Wasser, trocknete mit Na;SO4 und dampfte ein. Von den 146 mg
des Riickstandes 16ste man 140 mg in 1 ccm Essigsdure und kochte nach Zusatz von 2.5 ccm
48 proz. Bromwasserstoffsdure 1 Stde. unter N, und unter Riickflufi. Zur Absorption des bei
dieser Reaktion gebildeten CO, war an den Kiihler eine Waschflasche mit 10 ccm 0.1 »
H,S04 und dahinter ein Absorptionsgefil mit 5 ccm 0.2 » NaOH angeschlossen. Féillung mit
Bariumchlorid ergab 46.4 mg (619%,) BaCOz der spezif. Aktivitit 4.9-103 dpm/mMol. Die
dunkelbraune Reaktionslosung wurde mit 10 ccm Wasser verdiinnt, 4mal mit je 30 ccm
Essigester ausgeschiittelt, die vereinigten Extrakte eingedampft und der Riickstand 2mal bei
160°/1073 Torr im Kugelrohr sublimiert. Das Sublimat (23 mg = 409}, bez. auf die Umsetzung
C44Hy49019 — 2 CgHgO3) war nach Schmp. (211°) und Re-Wert (CHCl3/CH3OH [90 :10] auf
weinsaurem Kieselgel G) mit 5- Hydroxy-3-methyl-benzoesdure (20) identisch. Spezif. Aktivitit
2.62-105 dpm/mMol.

d) Schmidt-Abbau der radioaktiven 5-Hydroxy-3-methyl-benzoesdiure (20) aus Ergochrom AB
(3): Eine Lésung von 21.0 mg (0.14 mMol) Séure 20 aus Versuch c¢) in 0.3 ccm konz. Schwefel-
sdure wurde bei 10° mit 50 mg (0.77 mMol) NaN3 versetzt und weiter wie bei Versuch b) be-
handelt. Man erhielt das CO, der Carboxylgruppe als 27.3 mg (99 %) BaCOj3 der spezif.
Aktivitdt 3.68 - 104 dpm/mMol.

e) Abbau eines Gemisches aus radioaktivem Ergochrom BC (6) und inaktivem Ergochrom AC
(5) mit Acetanhydrid und HBr: 170.8 mg (0.29 mMol) radioaktives Ergochrom BC der spezif.
Aktivitit 1.96-106 dpm/mMol und 230 mg (0.37 mMol) inaktives Ergochrom AC erhitzte
man in 8 ccm (84 mMol) Acetanhydrid und 0.4 ccm Pyridin 4 Stdn. auf dem Dampfbad und
kochte weitere 2 Stdn. riickflieBend unter N,. Dann wurde das Reaktionsgemisch i. Vak. ein-
gedampft und der Riickstand (399.2 mg) mit 1.5 ccm Eisessig und 3.5 ccem 48 proz. Brom-
wasserstoffsdure 1 Stde. unter N, und unter RiickfluB gekocht. Das gebildete CO; wurde wie
beim Versuch c) aufgefangen. 85.1 mg (72 %) BaCOj der spezif. Aktivitit 9.6 - 102 dpm/mMol.
Die dunkelbraune Reaktionsldsung filtrierte man durch eine Glasfritte (15 mg dunkel ge-
farbter Riickstand), verdiinnte das Filtrat mit 30 ccm Wasser und nahm den dabei ausge-
féllten, hellbraunen Niederschlag nach Abfiltrieren mit gesitt. NaHCO3-Losung auf. Extrak-
tion des Filtrates mit Essigester ergab nach Trocknen mit Na,SO4 77.2 mg Eindampfriick-
stand A. Die Hydrogencarbonatlésung siuerte man mit 57 HC! an, extrahierte mit
Essigester und sublimierte den dunkelbraunen Riickstand des Extraktes B bei 150°/1073 Torr:
27.5 mg (27%) 5-Hydroxy-3-methyl-benzoesdiure (20) vom Schmp. 210—221° und der spezif.
Aktivitat 2.6-103 dpm/mMol. Der Findampfriickstand A wurde auf einer 1.5-mm-Schicht-
platte aus weinsaurem Kieselgel G mit CHCl3/CH3OH (95: 5) chromatographisch aufge-
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trennt. Die hellgelbe Hauptzone (Rr 0.45) eluierte man mit CHCl3/CH3O0H (1 :1), wusch den
FEindampfriickstand des Eluates mit Wasser neutral, nahm zur Uberfithrung in einen besser
{oslichen, amorphen Zustand in Aceton auf und dampfte wieder ein. Der Riickstand (52.5 mg)
wurde aus Essigester/Petroldther (10 :1) umkristallisiert. 23 mg gelbe Nadeln von 2-/2.4-
Dihydroxy-phenylj-hemiergofiavin (23), Schmp. 193—195° (Lit.7?: 195%), spezif. Aktivitit
<104 dpm/mMol.

IR (KBr): 3400 s (OH), 1775 s (y-Lacton), 1635s (Aryl-CO, cheliert), 1450 s, 1420 m, 1100 m,
1017 m, 848 m, 830 m, 809/cm s.

f) Abbau des radioaktiven Ergochroms BC (6) mit Acetanhydrid und HBr: 15.4 mg radio-
aktives Ergochrom BC (6) der spezif. Akt. 5-106 dpm/mMol wurden nach Zufiigen von 345
mg inaktivem Ergochrom BC 3mal aus je 4 ccm CHCI3/CCly (10:1) bis zur konstanten
spezif. Aktivitit umkristallisiert. 245.4 mg Ergochrom BC von 2.01 - 105 dpm/mMol. Hiermit
wurde der Abbau wie bei Versuch €) durchgefiihrt. Das ergab: 28.1 mg (53 %) BaCQ3, spezif.
Aktivitit 7.18-102 dpm/mMol; 18.8 mg (429%) 5-Hydroxy-3-methyl-benzoesdure (20), spezif.
Aktivitit 5.27-104 dpm/mMol; 7.7 mg (6.8 %) 2-/ 2.4- Dihydroxy-phenyl/-hemiergofiavin (23),
spezif. Aktivitit 1.3-105 dpm/mMol: 6.5 mg (4%) Desmethoxy-ergochrom BC (22) als
Nebenprodukt der Reaktion, spezif. Aktivitidt 1.94-105 dpm/mMol.

g) Identifizierung der Abbauprodukte aus inaktivem Ergochrom BC (6): 150 mg (0.24 mMol)
Ergochrom BC wurden, wie beschrieben, einem Abbau mit Acetanhydrid und HBr unter-
worfen und das Reaktionsprodukt auf 1-mm-Schichtplatten aus weinsaurem Kieselgel G mit
CHCIl3/CH30H (40:1) chromatographisch aufgetrennt. Aus den 3 Zonen wurden isoliert:

10 mg (43%) 5-Hydroxy-3-methyl-benzoesiure (20), Schmp. 211°; 8.2 mg (13%) 2-/2.4-
Dihydroxy-phenyl ]-hemiergoflavin (23) in gelben Nadeln vom Schmp. 190—192° (Lit.7”:195%;
11 mg (12%) Desmethoxy-ergochrom BC (22) in gelben Nadeln aus CHCl3/CCly (1 :1) vom
Schmp. 192—194° (Zers.). IR (KBr): 3250 m (OH), 1720 s (CO,H), 1600 s, 1560 w, 1390 m
1020 m, 950/cm m.

Das Desmethoxy-ergochrom BC (22) lieB sich auf folgende Weise zu Ergochrom BC (6)
methylieren. Eine Losung von 10 mg 22 in 2 ccm absol. CH3OH wurde mit 2 Tropfen konz.
Schwefelsiure versetzt und 12 Stdn. bei 60° gehalten. Dann setzte man 10 ccm Wasser hinzu,
extrahierte 3mal mit je 10 ccm CHCIl3, dampfte die vereinigten und getrockneten Ausziige
ein und Kkristallisierte den Riickstand aus CHCl3/CCly (10:1) um. 5 mg gelbe Nadeln, die
nach IR-Banden und Re-Wert mit Ergochrom BC identisch sind.

AuBerdem wurde 22 auch durch direkte Einwirkung von HBr/Eisessig auf Ergochrom BC
dargestellt. 10 mg Ergochrom BC kochte man mit 1 ccm Eisessig und 2 Tropfen 48proz.
Bromwasserstoffsdure 1 Stde. unter RiickfluBB. Schichtchromatographische Reinigung und
Umkristallisieren des Reaktionsproduktes aus CHCIl; ergab 4.8 mg (51%)) Desmethoxy-
ergochrom BC, identifiziert durch TR-Banden, Rp-Wert und Schmp. (194°, Zers.).

Isolierung und Abbau radioaktiver Ergochrome nach Verfiitterung von [1-14C]Natriumacetat

Eine Losung von 0.5 mC [7-14C/Natriumacetat (Radiochemical Centre, Amersham,
1.41 mg, spezif. Aktivitit 29.0 mC/mMol) und 43.4 mg inaktivem CH3CO,Na-3 H,0 in
55 ccem Wasser wurde steril filtriert. 52.1 ccm dieser Lésung verteilte man, wie oben fiir
14CH3CO;Na beschrieben, auf 10 Oberflichenkulturen des japanischen Stammes 467 und
isolierte nach 17 Tagen die nachstehenden Mengen chromatographisch reiner radioaktiver
Ergochrome: 42.3 mg Ergochrom BC (6); 13.2 mg Ergochrom AB (3); 10.1 mg Ergochrom
AC (5); 7.0 mg Ergochrom BB (2).

a) Kuhn-Roth-Oxydation des radioaktiven Ergochroms AB (3): 13.2 mg des radioaktiven
Ergochroms AB wurden mit 250 mg inaktivem Ergochrom AB versetzt und 2mal bis zur
konst. spezif. Aktivitit von 3.65-105 dpm/mMol aus Benzol/Cyclohexan (10 :1) umkristalli-



1968 Franck, Hiiper, Gréger und Erge Jahrg. 101

siert. 25 mg hiervon, wie oben mit CrQ; oxydiert, ergaben 0.055 mMol (70 %) Essigséure der
spezif. Aktivitit 2.20 - 104 dpm/mMol und 89.3 mg (41 %) BaCOj der spezif. Aktivitdt 9.12-103
dpm/mMol. Die wilBir. Losung des Acetates wurde eingedampft und der Riickstand nach
Zufligen von 20 mg inaktivem Acetat einem Schmidt-Abbau unterworfen. Die spezif. Aktivi-
tit des CO; aus der CO,H-Gruppe betrug 2.2-104 dpm/mMol.

b) Abbau des radioaktiven Ergochroms AB (3) mit Acetanhvdrid und HBr: 180 mg Ergo-
chrom AB der spezif. Aktivitit 3.65-105 dpm/mMol wurden, wie oben beschrieben, mit
Acetanhydrid und HBr behandelt und ergaben 59.1 mg (539%,) BaCO; der spezif. Aktivitat
1.28 -104 dpm/mMol und 29.1 mg (34%,) 5-Hydroxy-3-methyl-benzoesiure (20) der spezif.
Aktivitit 4.99 -104 dpm/mMol. 23 mg der Sidure wurden nach Schmidr abgebaut. Die spezif.
Aktivitit der erhaltenen 28.4 mg (959%) BaCO; betrug 1.5-102 dpm/mMol.

¢) Abbau des radioaktiven Ergochroms AC (5) mit Acetanhydrid und HBr: 7 mg radio-
aktives Ergochrom AC aus dem Fiitterungsversuch wurden mit 200 mg inaktivem Ergochrom
AC versetzt und aus Aceton/CHCl3/CCl4® bis zur konstanten spezif. Aktivitit von 8.8-104
dpm/mMol umkristallisiert. 150 mg hiervon behandelte man wie oben mit Acetanhydrid und
HBr und erhielt 29.5 mg (63 %) BaCOj der spezif. Aktivitit 4.7 -103 dpm/mMol, sowie 10.2
mg (289) Sdure 20 der spezif. Aktivitit 1.92-104 dpm/mMol. 5.0 mg davon, mit 15.0 mg
inaktiver Sdure 20 verdinnt und nach Schmidt abgebaut, lieferten 23.2 mg (91 %) BaCO; der
spezif. Aktivitit 2.6-102 dpm/mMol.

Isolierung und Abbau radioaktiver Ergochrome nach Verfiitterung von [2-3H]Natriumacetat

Eine Losung von 25 mC /2-3H]Natriumacetat (Radiochemical Centre, Amersham, 8.2
mg, spezif. Aktivitit 249 mC/mMol) und 120 mg inaktivem CH3CO,Na-3 H,0 in 55 ccm
Wasser wurde steril filtriert. 51.6 ccm dieser L3sung verteilte man wie bei den vorhergehenden
Versuchen auf 10 Oberflichenkulturen des japanischen Stammes 467 und isolierte nach 17
Tagen die nachstehenden Mengen chromatographisch reiner, radioaktiver Ergochrome:
42.5 mg Ergochrom BD (8); 21.0 mg Ergochrom BB (2); 20.7 mg Ergochrom BC (6); 12.0 mg
Ergochrom AC (5); 7.4 mg Ergochrom AB (3); 5.0 mg Ergochrom CC (4), zusammen mit einer
schwachen Nebenzone.

a) Kuhn-Roth-Oxydation des radioaktiven Ergochroms BC (6): 18 mg tritium-markieries
Ergochrom BC aus dem Fiitterungsversuch wurden zusammen mit 150 mg inaktivem Ergo-
chrom BC 3mal aus CHCI3/CCly bis zur konstanten spezif. Aktivitit 3.64 -106 dpm/mMol
umkristallisiert. 25 mg hiervon, wie oben beschrieben mit Cr(3 oxydiert, ergaben 0.0644 mMol
(809%;) Natriumacetat der spezif. Aktivitidt 1.13-106 dpm/mMol.

b) Kontrollversuch nach Simon und Floss?2) zur Bestimmung des H|T-Austausches bei der
Kuhn-Roth-Oxydation von Ergochromen: 50 mg inaktives Ergochrom AB wurden in einer
Mischung aus 3 ccm konz. Schwefelsdure, 28 mg CrO; und 11 cem /3H] Wasser (spezif.
Radioaktivitdt 3.9-106 dpm/mMol) oxydiert und das erhaltene Natriumacetar (11.4 mg ==
90%) durch Umfillen aus Methanol/Ather gereinigt. Es hatte eine spezif. Radioaktivitit von
4.4-105 dpm/mMol = 139 der des tritiumhaltigen H,;SO4/H,0-Gemisches.

e) Methoxylaktivitit des radioaktiven Ergochroms BC (6): 10 mg (0.016 mMol) Ergochrom
BC der spezif. Aktivitat 3.64-106 dpm/mMol, eine Spatelspitze roten Phosphors, 2 ccm HJ
(d 1.70) und 5 Tropfen Acetanhydrid wurden in den Reaktionskolben einer Zeisel-Apparatur
(Quickfit) gegeben. Die mit dem Kiihler der Apparatur verbundene Waschflasche enthielt
eine Suspension von 10 g rotem Phosphor in 25 ccm Wasser und das anschlieBende Absorp-
tionsgefiB 5 ccm einer 5proz. athanol. Tridthylaminlosung. Unter Durchleiten eines schwachen
Nj-Stromes erhitzte man das Reaktionsgemisch eine Stde. zum Sieden, lieB die Vorlage tiber
Nacht stehen und dunstete dann deren Inhalt unter einer Infrarotlampe zur Trockne ein.
9.1 mg (>>90%) Methyltriithylammoniumjodid der spezif. Aktivitit 6.9-104 dpm/mMol.
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d) Desmethoxy-ergochrom BC aus radioaktivem Ergochrom BC (6): Eine Lsung von 40 mg
(0.064 mMol) tritium-markiertem Ergochrom BC der spezif. Aktivitdt 3.64 -106 dpm/mMol in
10 cem Eisessig kochte man mit 0.5 ccm 48 proz. Bromwasserstoffsdure 3 Stdn. unter Riickfluf3,
engte anschlieBend ein, versetzte mit 50 ccm Wasser und extrahierte 3 mal mit je 50 ccm CHCl3.
Der Riickstand der vereinigten und getrockneten Ausziige wurde auf einer 1-mm-Schichtplatte
aus weinsaurem Kieselgel G mit CHCIl3/CH3OH (33:1) chromatographisch aufgetrennt.
Neben wenig unverindertem Ergochrom BC (6) (R 0.33) erhielt man 26 mg (67 %) nahe der
Startlinie zuriickbleibendes Desmethoxy-ergochrom BC (22) vom Schmp. 196" (Zers.) und
der spezif. Aktivitit 3.15-106 dpm/mMol.

Isolierung und Aktivitiitsbestimmung von Ergochrom BC (6) nach Verfiitterung von [U-4C|-
Shikimisiure

Eine steril filtrierte Losung von 19.2 mg [U-14C/Shikimisiure, spezif. Aktivitit 3 -108
dpm/mMol (biosynthetisch gewonnen) wurde wie bei der Verfiitterung von [2-14C]Na-acetat
auf drei gut angewachsene, 22 Tage alte Oberflichenkulturen des japanischen Claviceps-
Stammes 467 verteilt. Nach weiteren 13 Tagen isolierte man das Rohfarbstoffgemisch und
trennte daraus durch Schichtchromatographie 14.2 mg chromatographisch reines Ergochrom
BC (6) ab. Dessen spezif. Aktivitit lag mit <10 dpm/mg im Bereich des Blindwertes.

[557/67)



