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A review on newly discovered ergot alkaloids, on
biosynthetic pathways from tryptophan to the peptide
type of alkaloids and on the latest achievements of er-
got microbiology is given.

Mutterkorn ist der Menschheit schon seit vielen
Jahrhunderten bekannt. Die Droge, offizinell als Se-
cale cornutum bezeichnet, ist das auBBen dunkelvio-
lett, innen hell gefarbte Dauermycel des Schlauchpil-
zes Claviceps purpurea (Fries) TuLAsNE, der mit Vor-
liebe auf reifenden Roggenéhren parasitiert.

Schon seit langer Zeit mufl Mutterkorn in der Ge-
burtshilfe verwendet worden sein, obwohl der erste
schriftliche Hinweis darauf erst in dem im Jahre 1582
erschienenen Krauterbuch von Adam LoniTzer ent-
halten ist. In den folgenden Jahrhunderten war die

~medizinische Verwendung von Mutterkornextrakten

amstritten, da die Wirkung der Droge, wie wir heute
wissen, wegen der Unbestiandigkeit und dem wech-
selnden Gehalt der Wirkstoffe, oft nicht reproduzier-
bar war.

Klare Verhaltnisse schuf eigentlich erst 1918 die
Entdeckung des Ergotamms 1, des ersten chemisch
einheitlichen genuinen Mutterkorn Peptidalkaloids
mit vollem und reproduzierbarem biologischem Wir-
kungsspektrum [1]. Ergotamin-tartrat wurde in einer
ersten Indikation Uteruskontraktion zur Blutstillung
in der Nachgeburtsphase in die Therapie eingefiihrt,
welcher spiter eine zweite, die Migridne-Anfallsbe-
handlung folgte.

Damit war der Durchbruch erfolgt. Eine intensive,
interdisziplinire Zusammenarbeit von Mikrobiolo-
gen, Chemikern, Pharmakologen und Klinikern
setzte ein, die zu einer Vielfalt von Therapeutica auf
Ergotbasis mit neuen Indikationsgebieten fiihrte.

Einige wesentliche Arbeiten daraus seien hervor-
gehoben: Im Jahre 1935 erfolgte die gleichzeitige
Entdeckung der Ergobasins, 7, durch vier verschie-
dene Forschungsgruppen [2]. Kurz danach gelangen
die ersten Partialsynthesen von Lysergsdure-amiden,
darunter die des Ergobasins, 7, 1938 [3], und 1943 die
des LSD, 9 [4]. Die katalytlsche Hydrierung von ge-
nuinen Mutterkorn Peptidalkaloiden fithrte 1943 zu
Dihydro-ergotamin, 2, und zu den 9,10-Dihydro-De-
rivaten der Alka101de der Ergotoxingruppe, deren
Gemisch unter dem Namen Codergocrine-mesylat
therapeutisch genutzt wird [5]. Medizinisches Neu-
land erschlossen auch die Synthesen des Methyser-
gids, 10, im Jahre 1957 [6] und dlejemge von Bromo-
criptin, 13 synthetisiert 1966 [7] und in die Therapie
eingefiihrt 1976.

Mit den in Figur 1 aufgehsteten Therapeutica ha-
ben sich zu den urspriinglichen Indikatjonsberei-
chen Uterotonie und Migrine-Anfallsbehandlung
die Migriane-Intervallbehandlung, die Venentonisie-
rung, die Hypertonie, die Behandlung des Orthosta-
sesyndroms, der Ausfallserscheinungen des altern-
den Gehirns, des Parkinsonismus, der Prolactin- und
Wachstumshormon bedingten Krankheiten und von
bestimmten Hypophysentumoren zugesellt. Es ist
abzusehen, daB in Zukunft noch weitere Indikations-
gebiete folgen werden.

Seit 1976 entdeckte Alkaloide

Der erste Schritt auf dem langen Weg zu einem
neuen Therapeuticum ist im allgemeinen die Rein-
herstellung eines Wirkstoffes entweder durch Isolie-
rung aus einer Droge oder durch chemische Synthe-
se. Alle neuisolierten Ergotalkaloide verdienen des-
halb spezielles Interesse, weil sie potentielle Thera-
peutica sind und dariiber hinaus auch oft das Wissen
iiber die Biosynthese dieser Verbindungen erwei-
tern. Die bis 1976 aufgefundenen Alkaloide sind in
einem Ubersichtsartikel aufgelistet [8]. Seitdem auf-
gefundene Ergotalkaloide sind in Figur 2 zusammen-
gestellt.
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Aus C. purpurea, Stamm AA-218, der Agroclavin,
73, und Elymoclavin, 74, als Hauptalkaloide liefert,
wurde als neues Nebenalkaloid 6,7-seco-Agroclavin,
15, isoliert, aus seinen physxkahschen Eigenschaften
Jie Struktur abgeleitet und diese durch Partialsyn-
these aus Agroclavin gesichert [9]. Da das neue Al-
kaloid 15 nicht in Agroclavin, 73, Elymoclavin, 74,
oder Paspalsiure, 75, eingebaut’ w1rd nehmen d1e
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Entdecker an, daB3 15 ein durch reduktive Ringoff-
nung entstandener Metabolit von Agroclavin sei.
Aus einer blockierten Mutante des C. purpurea
Stammes Pepty 695/S, der normalerweise hauptsich-
lich Ergotoxinalkaloide neben gro3eren Mengen von
Ergobasin, 7, und von Clavinalkaloiden produziert,
wurde eine morphologisch unverédnderte, aber in ih-
rer Synthesekraft blockierte Mutante Pepty 695/ch
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erhalten, die eine drastisch verringerte Aktivitit an
Chanoclavin-I-cyclase aufwies und demzufolge an-
stelle der obengenannten Alkaloide groBe Mengen
an Chanoclavin-I, 72, und eines unbekannten amor-
phen Alkaloids aufwies. Das neue Alkaloid wurde
physikalisch als Chanoclavin-I-aldehyd, 16, identifi-
ziert und seine Struktur durch Reduktion mit NaBH,
zu Chanoclavin-I gesichert [10]. Synthetisches 16
wurde schon frither als Zwischenprodukt der Biosyn-
these der Ergotalkaloide nachgewiesen [11].

Aus Samen der Convolvulazee Ipomoea violacea,
sowie aus dem Schimmelpilz Penicillium islandicum,
wurde 1978 ein neues Alkaloid isoliert, als Chanocla-
vin-I-sdure, 17, charakterisiert und in seiner Struktur
und Stereochemie durch Partialsynthese aus Chano-
clavin-I, 72, gesichert [12]. Damit sind in der Chano-
clavin-I- Relhe alle Oxydationsstufen als natiirlich
vorkommende Alkaloide nachgewiesen.

Nachdem 1973 der erste Vertreter eines grundle-
gend neuen Typs von Mutterkorn-Peptidalkaloiden,
das N-[N-(d-Lysergoyl-L-valyl]-L-phenylalanyl-D-
prolin-lactam, 60, heute Ergocristam genannt, iso-
liert worden war [13] war die Entdeckung weiterer
Vertreter dieser am besten Ergopeptame genannten
Gruppe nur eine Frage der Zeit. 1981 erfolgte denn
auch die Isolierung von a-Ergokryptam, 18, und von
Ergocornam, 19, und deren Charakterlslerung aus
tschechlschemT/Iutterkorn eines hauptsichlich Er-
gokryptin und Ergocornin produzierenden C. purpu-
rea Stammes. Bei der Behandlung der drei Alkaloide
mit einem Essigester/Wasser/Essigsiure-Gemisch
wurden erstmals auch die entsprechenden Verbin-
dungen der d-Isolysergsiure, genannt Ergocristi-
nam, 61, a-Ergokryptinam, 62, und Ergocorninam,
65, erhalten [14].

Im Zuge von systematischen analytischen Arbei-
ten nach Nebenalkaloiden in der Gruppe der eigent-
lichen Mutterkorn-Peptidalkaloide vom Cyclolty-

A QHU
H._‘ /CO—NH\.l ou ‘ N

Ll o

pus, besser und kiirzer Ergopeptine genannt [15],
sind letzthin drei neue Alkaloidpaare isoliert worden
[16].

Ergostin, 30, der erste Vertreter der Ergoxingrup-
pe, war seinerzeit als Nebenalkaloid des Ergotamins
aus Mutterlaugen eines Ergotaminproduktionsstam-
mes isoliert worden [17]. Es lag also nahe, ebensol-
che Mutterlaugen der Ergokryptm/Ergocormnpro-
duktion nach neuen Alkaloiden der Ergoxingruppe
abzusuchen. Natiirlich erleichterten synthetisches a-
Ergoptin und Ergonin die chromatographischen
Sucharbeiten betrachtlich [18].

Sowohl fiir die Isolierung von a-Ergoptin, 20, als
auch fiir die von Ergonin, 21, standen Mutterlaugen
mit einem chromatographlsch ermittelten Gehalt
von je etwa 10 % des gesuchten Alkaloids zur Verfii-
gung. Die Reindarstellung der beiden neuen Alka-
loide erfolgte in bekannter Weise durch Chromato-
graphien und Kristallisationen der freien Basen als
auch ihrer Salze mit di-para-Toluyl-weinséiure. Einer
Schitzung nach erreicht der Gehalt von a-Ergoptin.
20, etwa 0,5 % des Gesamtalkaloidgehaltes, der vos- -
Ergomn 21 nur 0,1 %.

Fiir die Isollerung von Ergovalin, 22, standen syn-
thetisches Vergleichsmaterial [18] und der Experi-
mentalstamm C. purpurea 235 zur Verfiigung, in des-
sen Rohalkaloidgemisch neben sehr viel a-Ergosin
etwa 4 % Ergovalin chromatographisch nachweisbar
war. Die Isolierung von 22 gelang mit Hilfe eines spe-
ziellen chromatographischen Systems. Vor kurzer
Zeit wurden Ergovalin, 22, Ergovalinin, 29, dessen
Paarling und 6,7-seco- Agroclavm 15, auch in Kultu-
ren von Epichloe typhina nachgew1esen [19].

Aus einem hauptsichlich Ergotamin produzieren-
den C. purpurea Stamm wurde 1979 ein neues Mut-
terkorn-Peptidalkaloid isoliert, das tiberraschender-
weise die libliche Isomerisierungsreaktion zur ent-
sprechenden Isoform nicht zeigte [20]. Diese Beob-
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achtung sowie eine genaue NMR-Analyse fithrte zur
Struktur des 8-Hydroxy-ergotamins, 23. In 23 bleibt
die absolute Konfiguration in Stellung 8 noch abzu-
klaren, doch deutet der gemessene, niedrige optische
Drehungswert von 23 in Pyridin darauf hin, daB das
8a-Hydroxy-ergotamin vorliegt. Im Moment ist noch
nicht abzuschitzen, ob 23 als erster Vertreter einer
neuen, genuinen Ergotalkaloidgruppe einzustufen
ist oder ob es sich um einen Metaboliten des Ergota-
mins handelt.

AbschlieBend zu diesem Kapitel einige Bemer-
kungen zur Anzahl und Systematik der Ergotalkaloi-
de. Eine erste Gruppe, die der Clavine, umfaf3t heute
knapp 40 tri- und tetrazyklische Alkaloide, die zwei-
te Gruppe, die der einfachen Lysergsdurederivate,
nur Paspalsdure, Lysergsidure/Isolysergsiure, deren
primdre Amide und die beiden Hydroxyathylamide
sowie den Paarling Ergobasin/Ergobasinin. Von den
therapeutisch wichtigen Ergopeptinen kennt man
heute 10 Paarlinge, die sich zwanglos in drei natiirli-
/_che Gruppen einteilen lassen.

Wihrend allen Ergopeptinen L-Prolin als Bau-
stein gemeinsam ist, enthalten die Mitglieder einer
Gruppe dartiber hinaus noch die gleiche a-Hydroxy-
o-amino-carbonsiure, was formelméfig einem iden-
tischen Substituenten R in Stellung 2’ entspricht. Die
Mitglieder einer Gruppe unterscheiden sich nur in
der Struktur der zweiten Aminosiure, also im Sub-
stituenten R’. Da Claviceps als zweite, variable
Aminosdure merkwiirdigerweise nur L-Valin, L-
Leucin, L-Isoleucin und L-Phenylalanin in den Pep-
tidteil einbaut, umfa3t eine Alkaloidgruppe maximal
vier Paarlinge. Das ist der Fall bei der Ergotoxin-
gruppe. Die Zahl der bisher bekannten, vom Pilz in
den Peptidteil eingebauten a-Hydroxy-o-amino-car-
bonsduren beschréinkt die Zahl der Alkaloidgruppen
auf drei. Mit der Identifikation von Ergovalin, 22, a-
Ergoptin, 20 und Ergonin, 21, als natiirlich vorkom-

mende Alkaloide konnten in Schema 3 wichtige Lo-
cher gestopft werden, so daf} die Ergotamin- und die
Ergoxingruppe heute je drei natiirliche Paarlinge
enthalten. Leider sind bis heute die beiden Paarlinge
B-Ergosin, 27, B-Ergosinin, 28, und B-Ergoptin, 33,
B-Ergoptinin, 34, nicht als natiirliche Alkaloide
nachgewiesen, sie werden deshalb im Schema klein
geschrieben.

Im Sinne eines zur Zeit noch stark hypothetisch ge-
pragten Ausblicks in die Zukunft sei es erlaubt, fiir
die Gruppe der Ergopeptame ein der natiirlichen
Gruppeneinteilung der Ergopeptine vollig parallel
laufendes Schema aufzustellen. Denn es erscheint
plausibel, daf} jedes in der Natur vorkommende Er-
gopeptin von einem entsprechenden Ergopeptam
begleitet wird, weil diese ja allem Anschein nach ent-
weder eine Sackgasse oder einen zweiten Endpunkt
der Biosynthese der Mutterkorn-Peptidalkaloide
darstellen. Leider ist in diesem Schema 4 zur Zeit die
Zahl der noch unbekannten und deshalb klein ge-
schriebenen Alkaloide wesentlich gréBer als bei den
Ergopeptinen.

Zur Biosynthese der Ergotalkaloide

Die Abklarung der Biosynthese der Ergotalkaloi-
de ist in den letzten zwanzig Jahren zu einem zentra-
len Thema der Mutterkornforschung geworden. We-
gen der Komplexizitit dieses Problemkreises ist eine
in die Details gehende Behandlung im Rahmen die-
ses Artikels unméglich und auch unnétig, bestehen
doch bereits verschiedene Ubersichtsartikel dariiber
[8, 21, 49, 50]. Die molekularen Bausteine und die
gesicherten, wichtigen Zwischenstufen der Biosyn-
these der Lysergsaure sollen jedoch kurz aufgezeigt
werden, da sie fiir das Versténdnis des mikrobiologi-
schen Teils der Ergotforschung noétig sind. Uber die
sich daran anschlieBende Biosynthese der Ergopepti-
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COOH Der Beitrag von L-Methionin, 70, an das Lysergsiu-
remolekiil ist, wie Embauversuche mit der markier-
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Fig. 5. Biosynthetische Urspriinge des Ringsystems der d-Lyserg-
sdure.

ne sei, da sie eigene Arbeiten betrifft, etwas ausfiihr-
licher berichtet.

In Figur 5 sind die in jeder lebenden Zelle vorkom-
menden chemischen Bausteine zusammengestellt,
aus welchen C. purpurea die d-Lysergsiure, 68, syn-
thetisiert. Fltterungsexperimente mit verschleden-
artig markiertem L-Tryptophan, 69, unter wechseln-
den Bedingungen an diversen Pilzstimmen fiihrten
zu hohen Einbauraten, so daB an der Precursorfunk-
tion von 69 heute nlcht mehr zu zweifeln ist [22, 23].
Allerdings gehen dabei die Carboxylgruppe und das
Wasserstoffatom in Stellung 4 verloren. Bemerkens-
wert ist ferner der Konfigurationswechsel in Stellung
51m Verlaufe der Biosynthese von 69 zu 68. Als zwei-
ter, wesentlicher Baustein fiir das Ringsystem der d-
Lysergsdure erwies sich die 3R-Mevalonsiure, 66,
die zunichst, unter Verlust ihrer Carboxylgruppe in
D1methylallylpyrophosphat 67, umgewandelt wird.
Der Einbau von 67 in das L- Tryptophan 69, erfolgt
in Stellung 4 des Indolgeriistes, wobei das s s1ch hier
befindende Wasserstoffatom verloren geht [23, 24].

ten Amlnosaure gezeigt haben, die S-Methylgruppe
[25]. Diese Methylgruppe alkyhert allem Anschein
nach in intakter Form, die primdre Aminogruppe ei-
ner noch zu bestlmmenden Stufe der Biosynthese
zwischen dem Dlmethylallyl -L-tryptophan, 71, und
dem Chanoclavin-I, 72, sie findet sich in hoher Ein-
baurate schieBlich am Stlckstoffatom in Stellung 6
der d- Lysergsaure wieder. Auch markiertes Formiat
wurde mit geringerer Einbaurate in die gleiche Stelle
eingebaut.

4-Dimethylallyl-L-tryptophan, 71, ist als Zwi-
schenprodukt der Biosynthese aus Ergotkulturen
isoliert worden, in denen der weitere Verlauf des en-
zymatischen Geschehens durch Sauerstoffausschlu3
[26] oder aber durch Zugabe von Ethionin [27] ver-
hindert worden war. Ferner konnte ein Enzym iso-
liert werden, welches 71 in vitro aus 67 und 69 synthe-
tisiert. Zusammen mit der hohen Einbaurate in Ly-
sergsdurederivate, welche markiertes 71 in Kulturen
von C. paspali aufweist [28], lassen diese Beobact
tungen kaum einen Zweifel iibrig, da Dimethylal-
lyl-L-tryptophan, 71, der erste Schritt der Biosynthe-
se der d- Lysergsaure 68, darstellt.

Chanoclavin-I, 72, ein schon lingere Zeit bekann-
tes Clav1nalka101d [29] stellt den néchsten Fixpunkt
der Biosynthese der d-Lysergsaure dar [30 bis 34]. Zum
Ubergang von 71 in 72 ist zu bemerken, daB die in
Formel 71 mit einem Stern markierte und Zur Dop-
pelbindung in trans- Lage stechende Methylgruppe in
Verbindung 72 in der cis-Position aufgefunden wur-
de; es muB also in der biosynthetischen Stufenfolge
zw1schen dem 4-D1methylallyl L-tryptophan und
dem Chanoclavin-I eine Isomerisierung der Doppel-
bindung stattgefunden haben [35].

Chanoclavin-I-aldehyd, 16, ist als neu aufgefunde-
nes Clavinalkaloid schon erwahnt worden [10]. Die
Rolle von 16 als Zwischenstufe der Biosynthese der
d-Lysergséure, 68, ist schon friih aufgezeigt worden
[11], da markiertes Chanoclavin-I-aldehyd, 16, spe-
zifisch in Elymoclavin, 74, eingebaut wird. Aber es
scheint, daB sich hier die Biosynthese in verschiede-
ne Rlchtungen hin verzweigt. Obwohl auch in einem
zellfreien System (erhalten aus Claviceps-Mycelien)
aus markiertem Chanoclavin-1, 72, nur Elymoclavin,
74, aber kein Agroclavin, 73 erhalten worden ist [36],
besteht doch kaum ein Zweifel, daB die Hauptroute
der Biosynthese von 16 iiber Agroclavin, 73, zu Ely-
moclavin, 74, fithrt. Abgesehen davon, daB / Agrocla-
vin neben Elymoclavm belsplelswelse im Mutter-
korn von Pennisetum typhoideum Ricw. als Hauptal-
kaloid, also als Endpunkt der Biosynthese, auftritt
[37], ist die Sequenz Chanoclavin-I—>Agroclavin-
—Elymoclavin gut bewiesen [30, 38]. Bei diesem
Ubergang muB eine zweite Isomerisierung der Dop-
pelbindung eingetreten sein, denn die markierte, mit
einem Sternchen bezelchnete und cis-sténdige Me-
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thylgruppe von Chanoclavin-I, 72, findet sich in Stel-
lung 8 von Agroclavin, 73, bezwhungswelse als Hy-
droxymethylgruppe von Elymoclavm 74, wieder
[31, 32].

Der blosynthetlsche oxydative Ubergang von Ely-
moclavin, 74, in verschiedene Derivate der Lyserg-
sdure wurde schon 1962 aufgezeigt [39]. Zusitzlich

erscheint bemerkenswert, daB ein natiirlich vorkom-
mender Stamm von C. paspali Stevens et HaLL die
Paspalséure, 75, als Hauptalkaloid synthetisiert [40].

Allem Anschem nach muf3 Paspalsdure als Precursor
von d-Lysergsdure angesehen werden, denn in mar-
kierter Form wurde sie mit guter Einbaurate in Ly-
sergsdureamide eingebaut [41].

ENZYM ENZYM
ENZYM-SH L-PROLIN, S | | L-PHENYLALANIN, S l |
ATP O\L' | fi] ATP » 0% “TN
H H
H H2N>/KO
79 H |
lLVALIN, ATP
ENZYM ENZYM
| |
L i
o H YH O\L" N d-LYSERGSAURE, YH O4l. N
. <+
H\ C—N- N H ATP HQN” N H
Z 0% v > o oZ H” > o
I H Y H X
N
Ny CHe 81
HN | 82
-ENZYM-S-H
HC CHs N
o ||4 ?H o) H CHO
He,, C—N"' Il A N ENZYMATISCHE H., C—N'“ H
>/go HYDROXYLIERUNG N
H H
\H CH, \H CH;
SPONTANE? SPONTANE
ISOMERISIERUNG CYCLOLISIERUNG
/CH3 HC CHs
H CH T CH OH
H.., C—N--- N H.,, C—N--- \I/‘:N:
] N @ J/:-N H
0 0 o)
H H
\H CHy \H CH3
HN l 36
ERGOCRISTAM ERGOCRISTIN

Fig. 8. Hypothetisches Biosyntheseschema der Ergopeptine und Ergopeptame, dargestellt am Beispiel von Ergocristin und Ergo-

cristam.

TN



Neuere Ergebnisse der Mutterkornalkaloid-Forschung

139

Der weitere Verlauf der Biosynthese von der d-Ly-
sergsdure, 68, zu den Ergopeptinen und Ergopepta-
men soll am Beispiel des Ergocristins erldutert wer-
den, da sowohl Ergocristin, 36, [42] als auch Ergocris-
tam, 60, [13] die ersten isolierten Alkaloide ihrer
Gruppen waren und wesentliche Arbeiten zur Ab-
kliarung der Biosynthese an diesen Alkaloiden ausge-
fiihrt worden sind.

In Figur 7 sind die heute gut gesicherten Bausteine
von Ergocristin, 36, als Beispiel eines Ergopeptins
zusammengestellt. \ er erwartet sind dies die d-Ly-
sergsiure, 68, [43, 44], L-Valin, 76, [44, 45], als Pre-
cursor fir die a-Hydroxy-a-amino-carbonsiure (es
konnte fiir andere Ergopeptine auch L-a-Aminobut-
tersdure oder L-Alanin sein), L-Prolin, 77, [46, 47],
als gemeinsamer Baustein aller Peptldalkalmde und
L-Phenylalanin, 78, [47, 48]. (Die letztgenannte
Aminoséure ist in andern Ergopeptinen durch L-Va-
lin, L-Leucin oder L-Isoleucin ersetzt). Nachdem die
obengenannten Precursormolekiile fiir die Ergopep-

~«ne durch Einbauversuche mit den entsprechenden
.aarkierten Verbindungen abgeklart waren, stellte
sich die fundamentale Frage, wie diese Bausteine zu
den Ergopeptinen zusammentreten.

Im Laufe der letzten 15 Jahre sind einige Schemata
fir die Biosynthese der Ergopeptine zur Diskussion
gestellt worden. Eine erste Hypothese, 1966 postu-
liert [49], ist heute nicht mehr aktuell, da sie sich auf
N-Lysergoyl-L-valin-methylester als Zwischenpro-
dukt stiitzte, eine Verbindung, die inzwischen als Ar-
tefakt erkannt ist [13]. Eine zweite, 1968 umriBmaBig
und rein hypothetisch vorgeschlagen [50], wurde
seither, vor allem vom Autor dieses Artikels, weiter
entwickelt und durch Forschungsresultate gestiitzt
[13, 51, 52].

Es sind um 1970 herum viele Fiitterungsversuche
mit radioaktiv markierten N-Lysergoyl-aminosau-
ren, mit Dipeptiden, Diketopiperazinen und auch
mit Tripeptiden an Claviceps-Stimmen durchgefiihrt

~worden [8]. Die Einbauraten in den biosynthetisier-
cen Ergopeptinen deuteten unterschiedslos darauf
hin, daB alle diese Verbindungen erst nach einem
Abbau zu den einzelnen Aminoséduren in die Ergo-
peptine eingebaut wurden [8]. Ein wertvolles Ergeb-
nis zeitigten diese an sich negativ verlaufenen Versu-
che trotzdem: Immer, wenn radioaktiv markiertes
Valin an Ergocornin produzierende Stimme verab-
reicht wurde, beobachtete man im isolierten Ergo-
cornin eine hohere spezifische Aktivitat des a-Hy-
droxy-L-valin-Bausteins im Vergleich zu der des dar-
aus ebenfalls angefallenen L-Valins [44, 45]. Die In-
terpretation dieser Beobachtungen fiihrte zum
SchluB, daB die Peptidkette der Ergopeptine vom
Prolin-Ende her aufgebaut wird [45] und daB dieser
Aufbau konzertiert an einem Multi-Enzym-Kom-
plex erfolgt [51].

Nach dem tblichen Schema der Peptidbildung
wirde also das an der Carboxylgruppe (wahrschein-

lich iiber ein Schwefelatom) an ein Enzym fixierte L-
Prolin, 79, iiber die Stufen 80 und 81 in das lineare
Lysergoyl-tripeptid 82 iibergefiihrt.”

Von rein chemischen Experimenten her ist be-
kannt, daB zu 82 analoge Tripeptide, deren C-termi-
nale L-Prolin-carboxylgruppe in Form eines aktivier-
ten Esters vorliegt, mit Leichtigkeit je nach Struktur
zu N-Acyldioxopiperazinen und sogar zu Cyclolen
cyclisieren [53, 54]. Aktiviertes C-terminales Prolin
ist fiir solche Cyclisationen eine Conditio sine qua
non [54].

In volliger Analogie zu den angedeuteten chemi-
schen Reaktionsverldufen wire als nichste Stufe der
Biosynthese die Cyclisation des Lysergoyl-tripeptids
82 zur noch unbekannten Schliisselverbindung 83 zu
postulieren, in welcher sich der Biosynthese zwei
Wege Offnen:

Aus dem Verhalten von analogen Verbindungen
her ist bekannt [55], daB sich das a-Wasserstoffatom
des L-Prolinrings von 83 in einer energetisch instabi-
len Lage befindet und mit Leichtigkeit in die entspre-
chende Verbindung mit einem Prolinring in D-Kon-
figuration, also in Verbindung 60, iibergehen kann.
Verbindung 60 ist aber identisch mit Ergocristam,
welches 1973 als erster Vertreter der Ergopeptame
aus dem Mycel eines hauptsichlich Ergocristin pro-
duzierenden C. purpurea Stammes isoliert worden ist
[13]. Damit wire ein erster Endpunkt der Biosyn-
these der Ergot-Peptidalkaloide erreicht.

Wenn hingegen in der Schliisselverbindung 83 das
a-Wasserstoffatom der ersten Aminosiure, also des
Valins, enzymatisch zur Hydroxylgruppe oxydiert
wird, so wiirde intermediir Verbindung 84 anfallen,
die nach unseren Kenntnissen aus der chemischen
Ergopeptinsynthese [54, 55] sofort, spontan und ste-
reospezifisch zu Ergocristin, 36, dem zweiten End-
punkt der Biosynthese, cyclolisiert.

Ausdem Dargelegten geht hervor, daf3 die Biosyn-
these-Hypothese der Ergopeptine und Ergopeptame
von Figur 8 noch nicht in wiinschenswertem Ausmafl
experimentell gesichert ist. Eine Isolierung der Zwi-
schenprodukte 79, 80, 81 und 82 erscheint schwierig,
die von 84 unmogllch und die der nach unseren
Kenntnissen sehr instabilen Schliisselverbindung 83
ist bisher nicht gelungen. Die Isolierung von Ergocris-
tam, 60, die die Hypothese eigentlich zum Leben er-
weckt hat [13], macht zwar die Existenz der Schliis-
selverbindung 83 sehr wahrscheinlich, beweist sie
aber nicht. o

In Kenntnis dieser Schwierigkeiten wurde nach ei-
nem andern Weg gesucht, die dargelegte Biosynthe-
se-Hypothese zu stiitzen und in einer biomimeti-
schen Totalsynthese der Ergopeptine auch gefunden
[52].

Die chemische Synthese wurde so angelegt, daf sie
nach Méglichkeit der Biogenese-Hypothese analog
verlauft; Unterschiede ergaben sich zwangsldufig aus
den beschrinkten chemischen Méglichkeiten. So
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mufite beispielsweise in vitro an Stelle der oxyda-
tionsempfindlichen Lysergséure mit der N-Benzylo-
xycarbonyl-Schutzgruppe gearbeitet werden, diese
lieB sich tibrigens am Ende der Synthese glatt durch

Lysergsdure ersetzen. Auch muBte aus Stabilitiits-
griinden bei der chemischen Synthese die Folge der
beiden relevanten Stufen umgekehrt werden. Die
Einfiihrung der a-Hydroxy-a-amino-gruppe (Stufe
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85 — 86) ging dem Ringschluf zum Lactam (Stufe 86
— 87) und dessen spontaner Cyclolisierung (Stufe 87
— 88) voran. Wie die Existenz von Ergocristam be-
weist, ist die Reihenfolge der analogen Stufen in vivo
gerade umgekehrt.

Immerhin zeigt die biomimetische Synthese, daf3
lineare Tripeptide mit aktiviertem C-terminalem L-
Prolinende und einer am Aminoende geschiitzten a-
Hydroxy-a-aminocarbonsdure, wie ein Beispiel in
Verbindung 86 vorliegt, unter physiologischen Be-
dingungen zu den entsprechenden tricyclischen, ge-
schiitzten Peptidteilen der Ergopeptine cyclisieren,
wie ein solcher beispielsweise in Verbindung 88 vor-
liegt. Wenn das auch fiir die Biogenese-Hypothese
noch keinen eindeutigen Beweis darstellt, so zeigt
die chemische Synthese doch zumindest die reale
Maoglichkeit des dargelegten Reaktionsverlaufes auf.

Zur Mikrobiologie der Ergotalkaloide
In dhnlicher Weise, wie die Ergot-Biosynthese-
~Lorschung Erkenntnisse aus der Entdeckung neuer
-ilkaloide gewonnen hat, so hat auch die Ergot-Mik-
robiologie-Forschung zumindest teilweise auf den
Ergebnissen der Biosynthese aufbauen und so zu
neuen Resultaten kommen kénnen. Uber den jewei-
ligen Stand der Ergot-Mikrobiologie referieren zu-
sammenfassende Arbeiten [56, 57].

Nach den bahnbrechenden Erfolgen mit Submers-
kulturen von zwei Stimmen von C. paspali STEVENs
et HaLr, von denen der eine d-Lysergsdurehydroxyai-
thylamid und d-Lysergsdureamid [58], der andere
Paspalsdure, d-Lysergsdure und d-Isolysergsdure
produziert [49], dauerte es noch Jahre, bis Stimme
von C. purpurea zu effizienter Produktion von Ergo-
peptinen in Submerskultur weiterentwickelt werden
konnten [57].

Die Schwierigkeiten, die dabei, weitgehend empi-
risch, iiberwunden werden muflten, waren von man-
nigfacher Art: Eine solche Fermentation ist ein unge-

~mein komplexer ProzeB3, bei dem zahlreiche biotech-
p0logische, physiologische und genetische Faktoren
zusammenspielen. In der Dynamik des Geschehens
wechseln zahlreiche Parameter stiindlich, ein Abwei-
chen vom Optimum vermindert die Ausbeuten
rasch. Zu optimierende, variable Parameter sind:
Zusammensetzung und Konzentration des Ndhrme-
diums, Temperatur, pH, Sauerstoffpartialdruck, um
nur die wichtigsten zu nennen. Wegen der langen
Dauer des Fermentationsprozesses von iiber 14 Ta-
gen ist eine extrem gute Sterilisation Voraussetzung.
C. purpurea ist gegen mechanischen StreB und loka-
len Sauerstoffmangel sehr empfindlich und neigt au-
Berdem stark zur Degeneration. Die alkaloidprodu-
zierenden Stdmme bestehen aus purpurfarbigen bis
violetten, dickwandigen und isodiametrischen Zel-
len, welche bei der irreversiblen Degeneration in un-
produktive, farblose, fadenférmige, leicht sporenbil-
dende und stark vakuolisierte Zellen iibergehen [59,

60]. Die Hauptmenge der Ergopeptine findet sich in
den Mycelien, nur ein geringer Teil in der Kulturfliis-
sigkeit, so da3 Probleme bei der Isolierung entste-
hen.

Trotzdem gelang es schlieBlich, Claviceps-Stamme
und Fermentationsbedingungen zu finden, die ge-
statten, Ergopeptine in technischem Maf3stab und in
Grammmengen pro Liter, zu produzieren: Bekannt
sind Stdamme fiir Ergotamin [61], a-Ergosin [62], Er-
gotamin und Ergokryptin [63}], Ergotoxin [64], Ergo-
kryptin und Ergocornin [65] und auch fiir -Ergo-
kryptin [66].

Ausgangsmaterial fiir die Gewinnung von Produk-
tionsstimmen waren bei uns [57] Wildstimme von
Claviceps purpurea, die iber Jahre hinweg in Europa
und Nordamerika gesammelt worden waren. Von je-
dem Wildstamm wurden einige wenige Sklerotien
colorimetrisch und chromatographisch auf den Alka-
loidgehalt untersucht. Geeignet erscheinende Pro-
ben wurden dann unter standardisierten Bedingun-
gen in Schiittelkolben kultiviert und die Kulturen
wieder auf Alkaloidgehalt analysiert. Diejenigen
Kulturen, die Alkaloide saprophytisch produzierten,
wurden nun schrittweise durch das klassische Ver-
fahren von Mutation und Auslese weiter entwickelt,
wobei gleichzeitig Medienadaptionen erfolgten. Mu-
tanten mit hoherer Alkaloidproduktion konnten in
der Regel durch eine Erhohung des C- und N-Ange-
botes zu nochmals erhohter Produktion gebracht
werden. Die Mutationsprogramme wurden schritt-
weise durchgefiihrt, indem Suspensionen von Coni-
dien einem bestimmten Mutagen ausgesetzt, die be-
handelten Sporen dann ausplattiert, je etwa tausend
Kolonien isoliert und in Schiittelkulturen auf Alkalo-
idproduktion getestet wurden. Die Mutagene wur-
den bei jedem folgenden Schritt gedndert, verwendet
wurden beispielsweise der Reihe nach Athylmethan-
sulfonat, Athylenimin, Nitrit und Ultraviolett.

Die so angefallenen Produktionsstimme waren
weitgehend autark beziiglich der einzelnen biosyn-
thetischen Bausteine, so dal beispielsweise die Zu-
gabe von L-Tryptophan zur Kulturfliissigkeit die Pro-
duktion der Ergopeptine nicht mehr erhohte. Inter-
essante Ergebnisse zeitigte jedoch die Zugabe von
einzelnen Baustein-Aminosiduren an einen aus ei-
nem einzelnen Conidium geziichteten homocaryoti-
schen Stamm, der Ergocornin, a- und B-Ergokryptin
nebeneinander produziert: Nach Zugabe von 5 g L-
Valin zum Liter Kulturfliissigkeit wurde 100 % mehr
Ergocornin, 42, gebildet, wihrend gleichzeitig weder
das Gesamtmycelgewicht noch der Gesamtalkaloid-
gehalt anstiegen. Die Zugabe von 5 g/l L-Leucin,
dem Precursor des a-Ergokryptins, 38, erhohte des-
sen Bildung um 50 %, und dies wiederum auf Kosten
der beiden andern Alkaloide. Eine Konzentration
von 5 g L-Isoleucin im Liter Kulturfliissigkeit fiihrte
schlieBlich zu 120 % mehr B-Ergokryptin, 40, erneut
ohne Erhéhung der Gesamtalkaloidmenge [57].
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Stadier

In den letzten Jahren hat sich in der Ergot-Mikro-
biologie eine neue Entwicklung angebahnt, die, wie
die ersten Resultate zeigen, sicher noch weitere in-
teressante Ergebnisse zeitigen wird: Man konfron-
tiert Ergopeptin-Produktionsstimme mit baustein-
ahnlichen, aber abiogenen Aminosiuren und unter-
sucht, ob, wie und in welchem AusmaB die fremde
Aminosdure in das Ergopeptin-Geriist eingebaut
wird. Auf diese Weise kann einmal die Spezifizitiit
des ergopeptinbildenden Enzymsystems abgeklart
werden, gleichzeitig fallen neue Verbindungen von
medizinalchemischem Interesse an, die sonst nur in
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einer vielstufigen Synthese hergestellt werden kénn-
ten.

Bei der Inkubation des Ergotamin produzierenden
C. purpurea Stammes PCCE 1 mit 9,10-Dihydroly-
sergsdaure wurde das entstandene Ergotamin von
12 % 9,10-Dihydroergotamin,2, begleitet [67], 9,10-
Dihydrolysergsaure ist also vom Pilz teilweise, an-
stelle von d-Lysergséure, als Baustein zur Ergopep-
tinbiosynthese herangezogen worden. Der Befund
ist bemerkenswert, selbst unter Beriicksichtigung
der Tatsache, daB 9,10-Dihydro-a-ergosin seit lange-
rer Zeit in den Sklerotien von Sphacelia sorghi Mc
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RAE nachgewiesen ist [68]. Der Pilz parasitiert auf

Sorghum vulgare Pers. und ist leicht zu ziichten [69].
Die Biosynthese von 9,10-Dihydro-a-ergosin ver-
lauft aber in wichtigen Stufen anders als die der Ergo-
peptine [70].

Der Stamm C. purpurea 275 F.1. produziert Ergo-
tamin in Submerskultur als Hauptalkaloid, aber kein
Ergostin. Nach Zugabe von radioaktiv markierter a-
Amino-buttersdure in das Kulturmedium fand sich
im Rohalkaloidgemisch 13 % radioaktives Ergostin,
30, wihrend gleichzeitig der Ergotamingehalt von
79 % auf 65 % absank [71]. Fast die gesamte, nichtin
das Ergostin eingebaute Radioaktivitat verblieb in
der unverianderten a-Amino-buttersdure. Das Re-
sultat zeigt, daB die in der Natur selten anzutreffende
o-Amino-buttersdure L-Alanin als Baustein fiir die
a-Hydroxy-a-aminosédure zu ersetzen vermag.

Da ja die zweite Aminoséure des Ergopeptingerti-
stes, verantwortlich fiir die Art des Substituenten in
Stellung 5, schon eine gewisse natiirliche Variations-

areite aufweist, verwundert es nicht, daf3 hier die
instlichen Substitutionsmoglichkeiten besonders
groB sind [72]. So synthetisierte der Ergotamin-
stamm C. purpurea 275 F.1. bei Zugabe von p-Fluo-
ro-phenylalanin das 2f-Methyl-5'a-(p-fluoroben-
zyl)-ergopeptin, 89, mit 30 % des Rohalkaloidgemi-
sches. Sogar doppelt so hoch waren die Ausbeuten
an den nah verwandten Verbindungen 90 bezie-
hungsweise 91 bei der Alkaloidproduktion des phe-
nylalanin-abhdngigen Ergocristinstammes S 40 phe
in Gegenwart von p-Fluoro-phenylalanin bezie-
hungsweise von p-Chloro-phenylalanin. Der Ergo-
kryptin/Ergocorninstamm B 21 erwies sich als ex-
trem anpaBungsfdhig, er baute a-Amino-buttersiu-
re, L-Nor-valin, L-Nor-leucin, 5,5,5-Trifluoro-leucin
und B-Hydroxy-leucin ein, wobei die Verbindungen
92 bis 96 resultierten. Verbindung 92 ist nach aller-
neuesten Angaben ein natiirliches Alkaloid; es wur-
de Ergobutyrin genannt und wird neben Ergobutin,
_~dem entsprechenden Alkaloid der Ergoxingruppe, in
zhr kleinen Mengen durch C. purpurea 231 F.1. ge-
bildet [75].

Erstaunlicherweise gelang es in Spezialféllen, che-
misch nah verwandte Verbindungen anstelle von L-
Prolin, dem dritten Aminosiure-Baustein aller na-
tiirlichen Ergopeptine, einbauen zu lassen. So bau-
ten Kulturen von Sphacelia sorghi bei der Inkubation
mit allo-4-Hydroxy-prolin oder cis-4-Hydroxy-prolin
die beiden Verbindungen zu einem geringen Pro-
zentsatz in das Geriist des 9,10-Dihydro-a-ergosins
ein, wobei die beiden epimeren 9'-Hydroxydihydro-
ergosine der Formel 97 entstanden [73]. Der a-Er-
gosinstamm C. purpurea MUT 168/2 war sogar im-
stande, L-Thiazolidin-4-carbonséiure anstelle von L-
Prolin zu verwerten und damit 2'f-Methyl-5'a-iso-
butyl-9’-thiaergopeptin, 98, aufzubauen [74].

Zusammenfassend kann ausgesagt werden, daf3 im
Ergopeptinmolekiil alle vier Bausteine in gewissen

Grenzen austauschbar sind, die Spezifizitit der syn-
thetisierenden Enzymkombination also nicht sehr

ausgepragt ist.
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