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Die gewonnenen Extrakte wurden, in Methanol gelost, 2 cm vom untcren Plattenrand 
entfernt bandformig auf Kieselgel-Dickschichtplatten aufgetragen (Kicselgel HF,,,-Merck) 
und mit dem Laufgemisch Chloroform/Athanol/Ameisen&ure (85 : 14,5 : 0,5) entwickelt. 
Die Kieselgelzonen, die die Substanzen X und Y enthielten, wurden getrennt abgekratzt, 
mit Methanol extrahiert und daa Methanol am Rotationsverdampfer unter Stickstoff- 
atmosphare abdestilliert. Die auf diese Weise vorgereinigten Substanzen wurden nochmale 
an einer PolyamidsLule (Ultramid Pulver K 228; BM 2) mit H,O als Elutionsmittel chro- 
matographiert. Daa H,O wurde durch Gefriertrocknung entfernt. 

Herrn Dr. Char  danken wir fiir die Aufnahme und Interpretation der Massen- und 
NMR-Spektren. - Der Deutachen Forschungsgemeinschaft haben wir f k  eine freundlich 
gewahrte Sachbeihilfe zu danken. 

Anschrift: Prof. Dr. H. Rochelmeyer, 66 Mainz, SaaIstraDe 21. [Ph 4871 

E. M u t s c h l e r ,  H. R o c h e l m e y e r  und D. Wol f f l i ng  

ober  die mikrobiologische Umwandlung N-haltiger Substrate 
4. Mitt.: Uber die mikrobiologische Umwandhg von 5-Hydroxyindol durch Clavicep 

purpurea, Cordyceps militark und Aspergillus oryme 

Aus dem Pharmazeutischen Institut dcr Johannes-Gutenberg-Uiversittit N a h z  

(Eingegangen am 4. Oktober 1867) 

Aus 5-Hydroxyindol wird durch den 
Claviceps purpurca-Stamm 47 A 5-Hy- 
drbxytryptophan und w-K-Acetyl-5-hy- 
droxy-tryptophan, durch Cordyccps mili- 
taris w-N-Acetyl-5-hydroxytryptophan und 
w-N-Acetyl-serotonin, durch Aspergillus 
oryzae nur w-N-Acetyl-serotonin in der 
Schiittelkultur gebildet. 

5-Hydroxyindole, added to submerged 
cultures, is converted into 5-hydroxytrypto- 
phan and w-N-acetyl-5-hydroxytryptophan 
by Claviceps purpurea strain 47 A; into 
w-N-acetyl-5-hydroxytryptophan and w-K- 
acetyl-serotonin by Cordiceps militark; and 
only into w-N-acetyl-serotonin by Asper- 
gillus oryzae. 

Bei der Priifung der Substratspezifitat der Tryptophansynthese von Claviceps 
purpurea hatte Eichl) in unserem Arbeitskreis die Bildung von 5-Hydroxytrypto- 
phan aus 5-Hydroxyindol festgestellt mid verschiedentlich ein zweites Umwand- 
lungsprodukt des 5-Hydroxyindols gefunden, das bei der DC in verschiedenen Lauf- 
mitteln einen hoheren Rf-Wert als 5-Hydroxytryptophan aufwies. Auch von Asper- 
f lus oryzae wird aus 5-Hydroxyindol ein defiuiertes Umwandlungsprodukt gebildet. 
Durch den Pilz Cordyceps militaris entsteht, mie wir vorstehend berichteten'), aus 

I )  E .  Bich, Dissertation Maim 1966. 
?) E .  illuhchler ! H .  Rochelmeyer und 1). Wdlf l inq ,  Arch. I'harmaz. 301, 287 (1968). 
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Umwandlungsprodukt 

5-Hydroxytryptophan 
w-N-Acetyl-5-hydroxy- 
tryptophan 
Sorotonin 
w-N- Acetylserotonin 

5-Hydroxyindol w-N-Acetyl-5-liydroxytryptophan und o-N-Acetylserotonii. Wir 
fiihrten nunmehr eine vegleichcnde Untersuchung der 5-Hydroxyindolumu~~indlung 
init den drei Pilzstammen durch. Die Ergebnisse sind in Tab. 1 zusammengefabt. 

Tabelle 1 

Claviceps purpurca 
Stamm 47 A 

.-- 

- 
- 

Cmwmdlungsprodukte von 5-Hydroxyindol durch Claviceps purpurea, 
Cordyceps militaris nnd Aspergillus oryzae 

Cordyceps 
militaris 

Aspcrgillus 
oryzae 

Die mikrobiologische Synthese verlauft dabei uber folgende Stufen : 

5- Ilydroxyindol Serin 

5- Iiydroxytryptophan Serotonin 

Aminaoety lase  1 A m i n e c e t y l h s r  1 

Das unterschiedliche Yerhalten der Mikroorganismen ist folgendermaBen zu er- 
kliiren: Der Claviceps purpurea-5tamm 47 A verfiigt iiber eine hohe Tryptophan- 
synthase-Aktivitat und iiber eine geringere Aminacetylase-Aktivitat. Daher ist 
5-Hydroxytryptop11:in gut neben w-N-Acetyl-5-hydroxytryptophan nachweisbar. 
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Die Decarboxylase-Aktivitat ist, wenn uberhaupt vorhanden, so gering, da13 kein 
Serotonin und Acetylserotonin gefunden werden. 

Cordyceps militaris weist dagegen eine hohe Aminacetylase-Aktivitat auf. Da- 
durch wird das intermediar entstandene 5-Hydroxytryptophan durch Acetyl-Co- 
enzym A sofort acetyliert, und es entsteht o-N-Acetyl-5-hydroxytryptophan. Der 
Pilz besitet ferner eine Aminosluredecarboxylase, die 5-Hydroxytryptophan de- 
carboxyliert. Das so entstandene Serotonin wird sofort acetyliert. Da5 die Decarb- 
oxylierung nicht nach der Acetylierung der Aminogruppe eintritt, konnte durch 
Zugabe von o-N-Acetyl-5-hydroxytryptophan zu den Kulturen gezeigt werden. 
Es erfolgte keine Decarboxylierung zu w-N-Acetylserotonin. Fur diesen Reaktions- 
verlauf spricht auch die Umwandlung von zugesetztem, nicht acetyliertem 5-Hy- 
droxytryptophan. Wahrend bei Zugabe von 5-Hydroxyindol das Verhaltnis von 
w-N-dcetyl-serotonin zu w-N-Acetyl-5hydroxytryptophan 1 : 5 betrug, bildeten 
sich die beiden Verbindungen bei Zugabe von 5-Hydroxytryptophan im Verhaltnis 
3 : 2. Das besagt: Wird dem Mikroorganismus mit einembfal vie1 5-Hydroxytrypto- 
phan angeboten, reicht die Aminacetylase-Aktivitat nicht aus, urn die gesamte 
Subst,ratmenge schnell genug zu acetylieren. Es wird deshalb ein gro5erer Teil der 
Substanz zunkchst decarboxyliert und erst anschlie5end acetyliert. 

In Kulturen von Aspergillus oryzae konnte nach Zugabe von 5-Hydroxyindol 
nur noch w-K-Acetylserotonin nachgewiesen werden. Es ist anzunehmen, da5  bei 
diesem Pilz die Tryptophansynthase-Aktivitiit gering ist und deshalb nur langsam 
5-Hydroxytryptophan gebildet wird. Die Decarboxylase- und Aminacetylase-Akti- 
vitiit mu13 aber so gro13 sein, da13 alles entstandene 5-Hydroxytryptophan sofort 
decarboxyliert und spiiter acetyliert wird. Es ist daher kein 5-Hydroxytryptophan, 
w-N-Acetyl-5-hydroxytryptophan und Serotonin nachweisbar. 

Baachreibung der Yersuche 

Kulturtechnik 
3Wml Weithalserlenmeyerkolben wurden mit 100 ml Niihrlosung nach Stoll und Nitarb.3) 

gefiillt und 30' bei 110' und 0,5 atii sterilisiert. Dio Beimpfung erfolgte von Schragagar- 
kulturen. Die beimpften Kolben wurden auf einer Exzentermaschine mit 145 Umdr./Min. 
geschiittelt. Nach reichlicher Mycelbildung wurdcn 10 mg/Kolben 6-Hydroxyindol bzw. 
5-Hydroxytryptophan steril zugegeben. Die Inkubationszeit betrug 3-6 Tage. 

Nachweis der Umwandlungsprodukte 
Das Kulturfiltrat wurdo mehrmals mit n-Butanol ausgeschiittelt. Die vereinigten, mit 

Natriumsulfat getrockneten Butanolphasen wurden em Rotationsverdampfer unter Stick- 
stoffbegasung abdestilliert und die gewonnenen Extrakte, in Methanol geloet, auf Diinn- 
schichtplatten (Kieselgel PF,,( ,,Merck") chromstographiert. 

3) A .  Stoll, A .  Brack, II. Kobel, A .  Hofmann und R. Brunmr, Helv. chim. Acta 37, 1816(1964). 
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I Rf-Wert mit Laufniittel Nr. 
Substamen 

Indol 
5-Hydroxyindol 
Tryptophan 
5-Hydroxytryptophan 
w-N- Acetyl-serotonin 
w-K-Acetyl-5-hydroxytrypto- 

phan 

I 

190 
0,96 
0,40 
0,38 
0,w 
0,37 

2 

1 ,o 
0,91 
0,11 
0,oo 
0,56 

0,27 

3 

0,97 
0,73 
0,06 
0900 
0,40 

0,19 

4 

0,85 
0,77 
0,59 
0900 
0,50 

0,40 

Fl ie f lmi t te lgemische  
Nr. 1 : Methylacetat, Isopropanol, Ammoniakflussigkeit (25proz.) (4.5 : 35 : 20) '). 
Nr. 2: Chloroform, Athanol, Eisessig (75 : 20 : 5). 
Nr. 3: Chloroform, Athanol, Ameiaensliure (85 : 16 : 0,6). 
M. 4: Aceton, Benzol (70 : 30). 

Dic cntwickelten DC wurden unter der UV-Lampe bei 254 und 350 nm betrachtet. D a m  
wurden die Platten mit Echtblausalz B-Reagens und anschlieBend mit van Urk-Reagens 
bespriiht. 

Der Deutschen Forschungsgcmeinschaft dankcn wir fur cinc frenndlich gewiihrte Sach- 
hcihilfe. 

4, E. Sluhl und H .  Kaldeweg, IIoppe Soyler'a 2. physiol. Chem. 323, 182 (1961). 

Ansohrift: Prof. Dr. H. Roehelmeyer, 65 Nainz, SanrstraDe 21. [Ph 6021 

P. H. TJist und P. L u f t  

Gyromitrin, das Gift der Fruhjahrslorchel 
16. Mitt. uber Pilzinhaltsstoffe*) 

Aus dem Institut fiir l'harmazeutische Technologie dor Univemitiit Marbnrg/Lahn 

(Eingegangen am 4. Oktober 1967) 

Das Gift der Frtihjahrslorchel wurde als The poison of Gyromitra csculenta 
K-Methyl-N-formylhydrazon des Acet- (,,Friihjtlhwlorchel") has been rccopized 
aldchyds aufgeklart und synthetisiert. as N-Methyl-~-formylhydraeone of acet- 

aldehyde and synthesized. 

Die Friihjahrslorchel, Gyromitra esculenta FRIES e x  PERSOON, gehort zur 
Familie der Helvellaceae innerhalb der Ascomycetenordnung der Pezixales. Friiher 

*) 15. Mitt.: 1'. E l .  List und B. F r e u d ,  Katuraiaaenschaften im Drurk. 


