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parent compound, except that the CHOH proton absorp-
tion is replaced by a more complex signal integrating for
2H at ¢ 3.73 which, on irradiation at § 2.62 (H-C-18),
collapsed into an AB quartet (J = 11 Hz)], which, after
SiO, chromatographic purification, was oxidized with
chromium trioxide-pyridine complex?® to give a lactone,
m.p. 208-213° (lit. 213-216°), (o] = -+58° (lit. +65.2°),
whose mass, NMR-, IR- and UV-spectra were the same as
those of compound VIII, derived from scalarin (IT) on
sodium borohydride reduction?.

Riassunto. Ulteriori studi dell’estratto dalla spugna
Spongia officinalis hanno condotto all’isolamento di un
nuovo sesterterpene, deoxoscalarina (III), strettamente
correlato alla scalarina (II), precedentemente ottenuta
dalla spugna Cacospongia scalaris. La scalarina e la
deoxoscalarina posseggono un nuovo scheletro carbonioso
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tetraciclico biogeneticamente derivabile da quello del
cheilanthatriolo (I), sesterterpene triciclico, isolato recen-
temente da una felce. (I), (II) e (III) rappresentano un
tipo nuovo nella classe dei sesterterpeni; essi sembrano
originati biogeneticamente dal geranilfarnesolo attraverso
una insolita ciclizazzione iniziata al gruppo isopropilide-
nico, che &, invece, comune nei triterpeni.

G. CivMiNo, S. DE STEFANO and L. MINALE

Laboratorio pev la Chimica e Fisica di Molecole di Intevesse
Biologico del C.N.R., Via Toiano, 2, Avco Felice,
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Ein neues Alkaloid aus dem Mycel eines Claviceps purpurea-Stammes.

Zur Biogenese von Ergocristin?

In jiingster Zeit wurde von verschiedenen Arbeits-
kreisen die Biogenese des Peptidteils von Mutterkornal-
kaloiden bearbeitet 2-5. Soliesssich an Claviceps-Stdmmen,
welche in Submerskultur Ergocornin und Ergokryptin
bilden, zeigen, dass weder L-Valyl-L-prolin-lactam* noch
d-Lysergyl-valin® als direkte Vorstufen fiir die Ergo-
toxinreihe gelten kénnen.

Wir haben aus dem lyophilisierten Mycel eines Ergo-
cristin-bildenden Claviceps purpurea-Stammes nach scho-
nender Extraktion ein neues Alkaloid mit &dhnlichen
chromatographischen Eigenschaften wie Ergocristin iso-
liert, dessen Konfiguration 1. aus den untenstehenden
physikalischen und chemischen Daten abgeleitet wurde.

Mikroanalyse und Massenspektrum (M* = 593)
entsprechen C,;H,N,0,. TR (CH,Cl,): 1660, 1710 cm~?
(v Carbony! eines N-Acylamids)é. UV: charakteristischer
Chromophor der Lysergsdure: Amaz 307 (3,99) nm (log ¢).
Aminosdure-Analyse: 1 Valin, 1 Phenylalanin, 1 Prolin.

N-{N~(d-Lysergyl)-L—valyl)]-L—phenylalanyl-p—prolin—lactam

Das NMR-Spektrum (100 MHz in CDCl;) weist die
charakteristischen Protonensignale einer Isopropylgruppe
(6 0,9 und ca. 2 ppm), einer Benzylgruppe (4 3,2 und 7,2)
sowie fir Prolin (6 1,5-2,2) und Lysergsdure (z.B.
H-9:6 6,55 d) auf. Die C-2-Protonen des Phenylalanins
und des Valins erscheinen, wie fiir N-Acyl-dioxopiperazine
zu erwarten, nach tiefem Feld verschoben (6 5,25 t,
bzw. § 5,65 m).

Eine Aussage iiber die Chiralitit des Prolins im Dioxo-
piperazinring ermoglicht die chemische Verschiebung des
C-2 Protonensignals (8 2,5 t) im Prolinteil. Doppelreso-
nanzversuche durch Einstrahlung bei 1,75 und 2,0 ppm

beweisen dessen Kopplung mit den CH,-Gruppen des
Prolins. (Das Spektrum wvon N-(d-Lysergyl)-L-valin-
methylester weist in diesem Bereich keine stérenden
Signale auf.)

Zum Vergleich sind die 6-Werte der entsprechenden
Protonen im vL-Phenylalanyl-L-prolin-lactam (3,7 ppm),
N-Acetyl-L-phenylalanyl-L-prolin-lactam (Smp. 124-125°;
lod] = +141° ¢ = 1, Aethanol; 3,7 ppm) und r-Phenyl-
alanyl-p-prolin-lactam (2,9 ppm) angefithrt. Diese bei
diastereomeren Dioxopiperazinen mit einer Benzylgruppe
besonders ausgeprigte Shift-Differenz der C-2-Protonen
des Prolinteils muss daher dem Einfluss des Phenyl-
ringstroms zugeschrieben werden?. Daraus ergibt sich ein
Hinweis fiir die p-Konfiguration des Prolins in 1.

Erginzende Informationen iiber die Struktur von 1
erhilt man auf Grund der &usserst rasch verlaufenden,
basenkatalysierten Methanolyse der neuen Verbindung.
(5 min Raumtemperatur bei Anwesenheit von 19
Tridthylamin oder 5%, Pyridin, oder 3 Tage Raumtempe-
ratur ohne Basenzusatz.) In jedem Falle entstehen in
gleichen Anteilen N-(d-Lysergyl)-L-valin-methylester 2
(gefasst als Hydrogenmaleinat: Smp. ca. 190° (Zers.)
]} = 1-38°; ¢ = 1, Aethanol/Wasser 1:1), L-Phenyl-
alanyl-p-prolin-lactam 3 (Smp. 150-153°, [«]¥ = 487,7°;
¢ = 1, Aethanol) und eine amorphe, schwer zu reinigende
Verbindung, deren NMR-und Massenspektrum (M+ = 625)
mit N-(d-Lysergyl)-L-valyl-L-phenylalanyl-p-prolin-me-
thylester 4 vereinbar ist. Eine Epimerisierung in die
d-Isolysergsiureformen erfolgt dabei noch nicht.

Analog liefert N-Acetyl-L-phenylalanyl-L-prolin-lactam
unter den gleichen Bedingungen = 959% 1-Phenylalanyl-
L-prolin-lactam und nur Spuren des D-Prolin-Isomeren,
obwohl von der Synthese des Ergotamins und seiner
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Schema 1 CH;00¢
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Base N\C P + \Q/ \C/
i CH CH,
CH 7N R=d-L
ya =d-Lysergyl
ot \CHS CH;  CHy
2 3 4
Analogen her bekannt ist$, dass N-Acyl-dioxopiperazine erhalten wurden, der nach halbquantitativ-papier-

mit r-Konfiguration im Prolinteil in polaren Lésungs-
mitteln leicht Konfigurationsumkehr in die p-Prolinform
erleiden kénnen. Somit darf angenommen werden, dass 1

tatsdchlich ein genuines Alkaloid darstellt und nicht’

erst unter den Bedingungen der Isolierung ans dem Ana-
logen 5 mit L-Prolin-Konfiguration entstanden ist.

Die sehr mild verlaufende Methanolyse des neuen
Alkaloids veranlasst uns, den frither als Naturprodukt
beschriebenen Methylester 2° als Artefakt anzusehen.
Versuche haben gezeigt, dass unter den damals ange-
wandten Extraktionsbedingungen® Verbindung 1 rasch
nach Schema 1 reagiert, womit aber das Vorkommen von
1 auch in Mutterkorndroge wahrscheinlich gemacht wird,
Durch Extraktion bei 0°C unter Ausschluss von Wasser
lasst sich diese Reaktion praktisch vollstindig unter-
binden.

Dem neuen Alkaloid 1 kommt mdéglicherweise eine
Schliisselposition in der Biogenese von Ergot-Peptidal-
kaloiden zu, weil damit die Existenz des schon von
AGURELL? postulierten Analogons mit 1-Prolin-Konfigu-
ration 5 als Precursor wahrscheinlich gemacht wird.
Unter der plausiblen Annahme, dass die Oxidation von 5
zum genuinen Ergotoxinalkaloid ein geschwindigkeits-
bestimmender Schritt sei, kénnte als Konkurrenzreaktion
dazu eine irreversible Epimerisierung zu 1 stattfinden, das

biogenetisch nicht mehr weiter verarbeitet werden kann.*

Unter Beriicksichtigung aller bisher vorliegenden
Ergebnisse wire also folgende Stufenfolge bei der Bio-
genese von Ergocristin denkbar:

Schema 2

A,
R—N— ,Q\I!-I/L B0
o o0
0 CH,
CH3\0H3
a)R=H

b) R = d-Lysergyl

Experimentelles. 100 g lyophilisiertes Mycel wurden in
11 abs. Methanol bei 0°C suspendiert und nach Zugabe
von 50 g wasserfreiem Natriumsulfat wihrend 30 min
bei dieser Temperatur geriihrt und filtriert. Der Eindampf-
riickstand des Filtrates wurde pulverisiert, in einem
Gemisch von Methylenchlorid/Methanol = 5:1 nach
Zugabe von 50 g Natriumsulfat nochmals 2 h bei 20°C
gerithrt und iiber Hyflo filtriert. Das so erhaltene Roh-
produkt liess sich nach Aufnehmen in Petrolither als
amorphes Pulver filtrieren. Zur weiteren Reinigung wurde
in Methylenchlorid unter Zugabe von wenig Methanol
gelost, mit Aktivkohle behandelt, worauf nach schonendem
Eindampfen des Filtrates 1,3 g eines beigen Schaumes

chromatographischer Analyse ca. 329, Ergocristin, 329,
Ergocristinin, 39, Ergotamin, 3% Ergotaminin, 5%
Ergobasin, 159% Agroclavin und 109, 1 enthielt. Nach
Sdulenchromatographie an 150 g Kieselgel wurden mit
39 Methanol in Methylenchlorid der Reihe nach Ergo-
cristinin, Ergotaminin, Ergocristin und mit 5%, Methanol
die 1 enthaltenden Fraktionen eluiert. Man erhielt nach
Kristallisation aus Aether und einer Spur Methylen-
chlorid 81 mg reines 1 in zu Drusen vereinigten kleinen
Prismen. Smp. 230-232° (Zers.). Nach Umkristallisation
aus Methylenchlorid/Aether stieg der Smp. auf 232-235°
(Zers.), [e]¥ = +5,0° (¢ = 0,4 Chloroform). Mutter-
laugenriickstand: 109 mg griinlicher Schaum, noch ca.
70% 1 und ca. 109, von inzwischen entstandenem 2 ent-
haltend.

Summary. A new alkaloid from the lyophilized mycelia
of a Claviceps purpurea strain, N-[N-(d-Lysergyl)-r-
valyl]-L-phenylalanyl-D-prolin-lactam, has been isolated
and characterized. From its fast methanolysis itis deduced
that the previously reported N-(d-Lysergyl)-r-valin-
methylester is actually an artefact. The biogenetic
significance and its possible role in biogenesis of Ergo-
cristine is discussed.
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Ergocristin
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10 Extraktion mit wissr. Methanol und Waschen der bis zuletzt noch
Methanol enthaltenden organischen Phase mit wissriger Base.



