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SUMMARY

The synthesis of a series of compounds with the general structure shown in formula
I is described. These compounds, especially 3,4-dihydroxyphenylacetamide (XVI),
are potent and nontoxic inhibitors én vivo of catechol-O-methyl transferase. They
compare favourably with pyrogallol and other known inhibitors of this enzyme.
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33. Mikrobiologische Hydroxylierungen an Mutterkornalkaloiden
vom Clavin-Typus mit dem mexikanischen Rauschpilz

Psilocybe semperviva HEIM et CAILLEUX
52. Mitteilung iber Mutterkornalkaloide?)
von A. Brack, R. Brunner und H. Kobel

. (7. XIL 61)

Wihrend iiber mikrobiologische Reaktionen an Naturstoffen, ganz besonders an
Steroiden, in jlingerer Zeit eine reichliche Erfahrung vorliegt, ist tiber solche Umwand-
lungen an Alkaloiden noch sehr wenig bekanntgeworden?). In einer friitheren Arbeit
konnten wir zeigen3), dass der Pilz Psilocybe semperviva HEIM et CAILLEUX bei der
Biosynthese des Psilocybins das Tryptophan in 4-Stellung hydroxyliert. Dieser Basi-
diomycet besitzt demnach ein Enzymsystem, das befihigt ist, im Indolringsystem
eine Hydroxygruppe-an einer Stelle einzufiihren, die sonst bei allen andern bisher in
der Natur gefundenen Indolverbindungen unsubstituiert ist, ausgenommen bei den
Mutterkornalkaloiden und nach neueren Untersuchungen auch bei Bufothionin und
Dehydrobufotenin?), sowie bei gewissen Mitragyna-Alkaloiden$).

Es schien uns interessant, zu priifen, ob der Psilocybe-Pilz die ihm fremden Mutter-
kornalkaloide oxydativ verdndern kann, obschon hier die 4-Stellung im Indolkern
bereits substituiert ist. In der vorliegenden Mitteilung wird nun nachgewiesen, dass
die beiden Hauptalkaloide der Clavin-Gruppe Elymoclavin und Agroclavin durch den
Psilocybe-Pilz hydroxyliert werden, und zwar in der 8-Stellung des Ergolinsystems.

Versuche mit Elymoclavin und mit Agroclavin. Wird einer Pstlocybe-Kultur mit
vollentwickeltem Mycel Elymoclavin zugesetzt, dann nimmt der kolorimetrisch be-

1) 51. Mitt. iiber Mutterkornalkaloide: W. ScHLIENTZ, R. BRUNNER, A. HOFMANN, B. BERDE,
E. STURMER, Pharm. Act. Helv. 36, 472 (1961).

~ ?) Zusammenfassende Ubersicht: Cu. TammMm, Planta Medica 8, 331 (1960).

3) A. Brack, F. HormanN, F. KaLBERER, H. KoBEL & J. RurscHMANN, Arch. Pharm. 294,
230 (1961).

4) B. RoBinsoN, G. F. SmITH, A. H. JacksoN, D. SHaw, B. FrRyDMAN & V. DEULOFEU, Proc.
chem. Soc. London, 7967, 310.

5} J. B. HENDRICKSON, Chemistry & Ind. 7967, 713.
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stimmte Gesamtalkaloidgehalt®) in der Schiittelkultur rasch, nach 2 Tagen bereits
auf die Hilfte ab, wiz aus der Tabelle 1 zu ersehen ist. Das Alkaloid wird also vom
Psilocybe-Pilz unter Umwandlung des Indolkerns metabolisiert. Die Zusammenset-
zung des jeweils noch vorhandenen Alkaloidgemisches zeigt aber, dass vor dem Abbau
des Indolsystems das Elymoclavin zunehmend zu Penniclavin und Isopenniclavin
hydroxyliert wird. Vom 7. Tag an besteht es aus 209, Elymoclavin und 809, der
beiden isomeren Hydroxylierungsprodukte.

Tabelle 1. Hydroxylierung von Elymoclavin mit Psilocybe semperviva in Schiittelkultuy

Total-Alkaloid- Zusammensetzung
Tage nach gehalt (kolori- El Penni I .
Zusatz des metrisch) yn?o— enr?x- Soper.lm-
Elymoclavins clavin clavin clavin
% % % o
0 100 100 0. 0
+ 2 30 30 ©20
7 10 20 50 30
10 4 20 50 30

In der Standkultur wird die gleiche Umwandlung festgestelit, nur verlduft sie hier
bedeutend langsamer (Tabelle 2).

Tabelle 2. Hydroxylierung von Elymoclavin mit Psilocybe semperviva in Standkultuy

Total-Alkaloid- Zusammensetzung:
Tage nach gehalt (kolori-) El Penni 1 .
Zusatz des metrisch) yTo- enii- sopenni-
Elymoclavins clavin clavin clavin
% % % %
0 100 100 0 0
4 83 97 2 1
7 80 95 3 2
14 62 85 10 5

Bei Zusatz von Agroclavin zu der Psilocybe-Kultur geht der Abbau des Alkaloids
noch rascher vor sich als beim Elymoclavin (Tabelle 3). Nach 2 Tagen waren nur noch
159, Alkaloide kolorimetrisch bestimmbar, in einem andern Ansatz fach 1 Tag noch
60 %, ,

In beiden Ansitzen zeigte sich, dass das verbleibende Alkaloidgemisch zur Haupt-
sache aus Sefoclavin und Spuren Isosetoclavin neben Agroclavin bestand. In keinem
Fall konnte Elymoclavin nachgewiesen werden.

Der Psilocybe-Pilz vermag also die beiden Clavinalkaloide Elymoclavin und
Agroclavin in 8-Stellung und unter Wanderung der Doppelbindung in Konjugation
mit dem aromatischen System zu hydroxylieren. Aus Elymoclavin (I} entstehen
Penniclavin (I1a) und Isopenniclavin (ITb), aus Agroclavin (ITT) Setoclavin (IVa) und

%) Mit der Farbreaktion nach Van URk-SMITH bestimmt, womit nur Alkaloide mit intaktem
Indolringsystem erfasst werden.
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Tabelle 3. Hydroxylierung von Agroclavin mit Psilocybe semperviva in Schiittelkultur

Total-Alkaloid- Zusammensetzung:
Tage nach .
Zusga tz des gehalt (.k010r1~ Agro- Seto- Isoseto-
Agroclavins metrisch) clavin clavin clavin
% % % %
0 100 100 0 0
2 15 35 65 Spur
4 2 5 5 (909, undefinierte
7 0 - - Abbauprodukte)
Neuer Ansati
1 60 25 75 Spur
Kontrolle
(unbeimpft)
1 90 100 0 0 J

wenig Isosetoclavin (IVb). Eine Hydroxylierung an der 8-stindigen Methylgruppe
des Agroclavins zu Elymaclavin fand unter unseren Versuchsbedingungen nicht statt.
Diese mikrobiologischen Oxydationen verlaufen somit formal analog wie die von
Y AMATODANI ¢f al.7) sowie HOFMANN e¢f al.8) angegebenen entsprechenden chemischen
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Uberfithrungen. Die Molekel scheint bei beiden Vorgingen aus dem in Formeln I und
111 angedeuteten Zustand heraus mit OH* zu reagieren, dem Zustand, der ja auch
fiir die bekannten Umlagerungsreaktionen (z.B. Elymoclavin zu Lysergol und Iso-
lysergol) in alkalischem Medium verantwortlich sein muss. Im Falle der biologischen
Oxydation ist dabei interessant und vorliufig nicht erklirlich, dass aus Elymoclavin
in stereochemisch wenig spezifischer Weise ungefihr vergleichbare Mengen der beiden

7y S. YamaTtopant & M. ABEg, Bull. agr. chem. Soc. Japan 79, 94 (1955).
%) A. HorFmanN, R. BRUNNER, H. KoBEL & A. Brack, Helv. 40, 1358 (1957).
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moglichen Isomeren, Penni- und Isopenniclavin entstehen, wihrend aus Agroclavin
zur Hauptsache das eine Isomere, Setoclavin, und nur Spuren Isosetoclavin gebildet
werden. Uberdies verlduft die letzte Reaktion bedeutend rascher als die Hydroxylie-
rung des Elymoclavins.

Versuche mit Ergotamin und Ergobasin (Ergometrin). Die Resultate an den Clavin-
alkaloiden ermunterten uns dazu, die Einwirkung des Psilocybe-Pilzes auch auf
Lysergsdure-Alkaloide zu untersuchen. An 2 Beispielen, nimlich mit Ergotamin und
Ergobasin (Tabelle 4), konnten wir feststellen, dass auch diese Alkaloide sehr rasch
metabolisiert werden, wobei vor der Umwandlung des Indolkerns lediglich teilweise
Isomerisierung in die rechtsdrehende Form eintrat. Irgendwelche Oxydationspro-
dukte mit intaktem:Indolkern konnten in keinem Fall nachgewiesen werden.

Tabelle 4. Abbau von Ergotamin und Ergobasin mit Psilocybe semperviva in Schiitielkuliur

Tage nach Total-Alkaloid-
Alkaloid Zusatz des gehalt (.kOIOH— Zusammensetzung (in %)
. metrisch)
Alkaloids o
Yo
Ergotamin Ergotamin
Ergotamin 0 100 70 30
2 15 65 35
7 1 65 35
10 0 - -
Ergobasin Ergobasin
Ergobasin 0 100 92 8
2 10 85 15
7 6 20 80 -

Experimenteller Teil

Ziichtung des Pilzes Psilocybe semperviva mit Zusatz von Multterkovnalkaloiden. Wir kultivier-
ten den Psilocybe-Stamm Nr. 169%) bei 24° als Oberflichen- und als Submerskultur in folgender
Nahrlosung: 250 g Bierwiirze mit 189, Trockensubstanz, 10 g Cornsteep-Solids, 2 g 25-proz. NH,-
Losung, Leitungswasser ad 1 1. Das pH der Nahrlésung war 5,0. Fiir die Stand-Kulturen wurde
der Nahriosung 0,29, Agar zugefiigt. Kulturgefasse: 1,6 1 FERNBacH-Kolben mit je 250 ml N#hr-
16sung und fiir Schiittelkulturen 300-ml-ERLENMEYER-Kolben mit je 100 ml Nahrlosung. Im
Alter von 5 Tagen (Schiittelkulturen) bzw. 8 Tagen (Standkulturen) setzten wir die Alkaloide
in einer Menge von 200 mg Reinalkaloid pro Liter Kultur zu, und zwar Elymoclavin und Agro-
clavin als Tartrate, Ergobasin als Maleinat und Ergotamin als Acetat. Alle L.dsungen wurden
durch Filtration durch Glasfilter sterilisiert.

Unmittelbar nach dem Zusatz sowie nach 2, 4, 7 (10 und 14) Tagen wurden jeweils zwei
Parallelkulturen geerntet, im Turmix homogenisiert und sofort lyophilisiert.

Isolievung und Bestimmung dev Alkaloide. Am Ende der Versuchsdauer wurden die Lyophili-
sate in je 200 ml Wasser gelost, mit Weinsiure angesiuert und zweimal mit je 100 ml Ather zum
Entfernen der 6ligen Bestandteile vorextrahiert. Die Atherlésungen wurden mit je 20 ml 1-proz.
Weinsiureldsung gewaschen und nach dem negativen Ausfall der Pritfung auf Mutterkornalkaloide
verworfen. Dann wurden die wisserigen Losungen (inkl. Waschwasser) mit Soda alkalisch ge-
stellt und 3 mal mit je 250 ml Ather, anschliessend noch mit 2mal je 100 ml Chloroform/Isopropyl-
alkohol-Gemisch 3:1 extrahiert. Nach dieser Extraktion zcigten die wisserigen Losungen keine
positive vaN Urk-Reaktion mehr. In den vereinigten Eindampfriickstinden der Extrakte wurde
der Alkaloidgehalt kolorimetrisch bestimmt und die Zusammensetzung des Alkaloidgemisches

%) R. HEmM & R. CAILLEUX, Rev. Mycologie 23, 352 (1958).
10) A, StoLL & A. RUEGGER, Helv. 37, 1725 (1954).
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Tabelle 5. Ubersicht iiber die vevwendeten Systeme

N mobile Phase (gesattigt
System Stationdre Phase mit der stationdren Phase)
A 109, Phtalsiure-dimethylester 409%, Formamid
(in Chloroform) 609% M[15 Na,HPO,-Lésung
B wie System A 409%, Formamid
609, Wasser, auf pH 5,2 ein-
gestellt
C 259, Formamid Ather
1%, Benzoesidure
(in Methanol) *

papierchromatographisch ermittelt. Die Papierchromatogramme wurdennach SToLL & RUEGGER)
und nach einer Modifikation dieser Methode mit dem aufsteigenden Verfahren ausgefiihrt (siche
Tabelle 5). Zur Sichtbarmachung der Flecke diente, wo dies méglich war, UV-Licht (bei System
C); sonst wurden die Chromatogramme im Warmiluftstrom bei 100-110° gut getrocknet, durch
eine 0,5-proz. Losung von p-Dimethylamino-benzaldehyd in Cyclohexan/Chloroform 95:5 ge-
zogen und nach dem Verdunsten des Lésungsmittels in HCl-Atmosphire entwickelt. (Uber die
Farbe der Flecke siehe Tabelle 7.)

Tabelle 6. Rf-Werte in den unter Tabelle 5 aufgefiihrten Systemen

Fluoreszenz | Farbe des Flecks Ri-Werte
Substanz . ;ors .
im UV.-Licht) auf dem Papier | gyst, A | Syst. B | Syst. C

Agroclavin — violett 0,16 0,82
Setoclavin + gelbbraun 0,13 0,78
Isosetoclavin + gelbbraun 0,29 0,93
Elymoclavin - violett 0,56 0,16
Penniclavin + olivgriin 0,63 0,10
Isopenniclavin + olivgrau 0,52 0,28
Ergobasin —+ violettblau 0,74 0,90 0,04

(Ergometrin)
Ergobasinin + violettblau 0,47 0,96 0,13

(Ergometrinin)
Ergotamin + blau 0,02 0,38 0,24
Ergotaminin + blau 0,00 0,18 0,50

Zur quantitativen Auswertung der Chromatogramme wurde parallel einc Testrcihe von ver-
schiedenen Quantititen der zu untersuchenden Substanzen mitlaufen gelassen. Anhand der Flek-
kengrdsse und Intensitit konnte die quantitative Zusammensetzung mit einer fiir diese Zwecke
geniigenden Genauigkeit visuell abgeschitzt werden.

Zur priparativen Isolierung des Pemniclavins wurden simtliche Fraktionen, die das Alkaloid
enthielten, vereinigt und an der 100fachen Menge Aluminiumoxid (MERck) nach Brockmann
chromatographiert. Elutionsmittel: Chloroform mit steigenden Mengen Methanol. Es wurden
5 Fraktionen aufgefangen. Fr. 1 und 2 enthielten nur Elymoclavin. Fr. 3 wies als Riickstand
wenig einer nichtalkaloidischen Substanz auf. Fr. 4 cnthielt Elymoclavin und Isopenniclavin
im Verhaltnis 1:1 und schiliesslich Fr. 5 Penniclavin und Isopenniclavin im Verhiltnis 9:1.

Der Riickstand der 5. T'raktion konnte aus Accton zur Kristallisation gebracht werden und
ergab so ein ziemlich reines Penniclavin, das nach 1-maligem Umkristallisieren aus Methanol
papierchromatographisch rein war. IR.-Spektrum, Farbreaktionen und Smp. waren mit denjeni-
gen von authentischem Penniclavin identisch und der Misch-Smp. zeigte keine Depression. Auch
im Papierchromatogramm zeigten das Kristallisat und authentisches Penniclavin in verschiedenen
Systemen stets den gleichen Rf-Wert.
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Um geniigend Material auch fiir cine prdparative Isolierung des Setoclavins zu erhalten, setzten
wir unter Einhaltung der beschriebenen Bedingungen cinen neuen Versuch mit 20 Schiittel-
kulturen (=total 2 1 Nahrlésung) an, denen wir am 5. Tag insgesamt 400 mg Agroclavin in Form
des Tartrates zusetzten. Da Agroclavin und Setoclavin sehr schnell abgebaut werden, wurden
die Kulturen bereits nach 24 Std. im Turmix homogenisiert und die Basen sofort extrahiert.

Dabei erhielt man 240 mg eines Alkaloidgemisches (609, des eingesetzten Agroclavins), das

laut der papierchromatographischen Analyse aus 25%, Agroclavin und 759% Setoclavin neben
Spuren von Isosetoclavin bestand.

Durch Chromatographieren an der 100fachen Menge Aluminiumoxid (MERCK) nach BRoCK-
MANN wurde zuerst das Agroclavin mit abs. Chloroform eluiert, dann wurde mit Chloroform+1/,%
Methanol eine Fraktion von 160 mg reinem Setoclavin erhalten. Nach Umkristallisieren aus Ace-
ton war das Alkaloid papierchromatographisch rein (135 mg). IR-Spektrum, Farbreaktionen,
Smp. und optische Drehung waren genau wie diejenigen von authentischem Setoclavin.

Als Kontrollversuch wurden 5 ERLENMEYER-Kolben mit total 500 ml unbeimpfter Nahrlésung
mit total 100 mg Agroclavin versetzt und ebenfalls 24 Std. geschiittelt.

Aus diesem Ansatz liessen sich 909, des eingesetzten Agroclavins unverindert zuriickgewin-

nen. Im Papierchromatogramm war nur reines Agroclavin, jedoch keine Spur Setoclavin nach-
zuweisen.

Wir danken Frl. MicHELE CARMELLINO fiir die Mitarbeit bei der Durchfiihrung der Versuche.

ZUSAMMENFASSUNG
Durch Zusatz von Elymoclavin und von Agroclavin zu Kulturen des mexikani-
schen Rauschpilzes Psilocybe semperviva HEIM ef CAILLEUX konnten diese beiden
Mutterkornalkaloide am C-8 hydroxyliert werden, wobei aus Elymoclavin Penni-

clavin und Isopenniclavin, aus Agroclavin Setoclavin und Spuren Isosetoclavin ent-
standen.

Ergotamin oder Ergobasin (Ergometrin) wurden durch Psilocybe-Kulturen nach
partieller Isomerisicrung abgebaut, ohne dass hydroxylierte Zwischenprodukte mit
intaktem Indolkern fassbar waren.

Pharmazeutisch-chemisches Laboratorium Sanpoz, Basel

34. Uber die Diinnschichtchromatographie von Lipiden
1. Mitteilung
Untersuchungen von Gehirngewebe Multiple-Sklerose-Kranker
und Normaler
von C. G. Honegger
(7. XII. 61)

Die Multiple Sklerose wird zu den demyelinisierenden Erkrankungen gezihlt und
fithrt im pathogenetischen Geschehen zu herdférmigen Entmarkungen, vorwiegend
im Bereiche der weissen Substanz von Gehirn und Riickenmark. Der Abbau der an
Lipiden besonders reichen Myelinscheiden, als ein hervorstechendes Merkmal bei
dieser Krankheit, hat das Interesse chemisch ausgerichteter Untersuchungen auf
diese Stoffklasse gelenkt. Ausgangspunkt bildet eine vergleichende Studie von WEIL?),

1y A. WL, J. Neuropath. 7, 453 (1948).





