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Verfahren zur Herstellung von Ergopeptinderivaten

Anwendungsgebiet der Erfindung

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfshren
zur Herstellung von Ergopeptinderivaten.

Die Erfindung betrifft insbesondere die Herstellung von
cyclischen 9!'-Thia=peptidergotalkaloiden, die von fermen—
tativ herstellbaren 9’—Methylen—peptidergotalkaloiden ab~-
geleitet sind, in Form der freien Basen oder ihrer Siure-—
additionssalze.

Charakteristik der bekannten technischen L3 sungen

Die erfindungsgemiifien Verbindungen sind in der Literatur
bisher nicht beschrieben worden.

Bs sind auch keine Angaben iiber Verfshren zur Herstellung
von 9'-Thia-peptidergotalkaloiden bekannt,

Ziel der Brfindung

Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung von neuen Ver—
bindungen mit wertvollen pharmakologischen Eigenschaften
und einem breiten Wirkungsprofil,

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Srfindung liegt die Aufgabe zugrunde, neue Verbindungen
mit den gewiinschten Eigenschaften und Verfshren zu ihrer
Herstelung aufzufinden. ’
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Diese Verbindungen kdnnen erhalten werden, indem man einer
flissigen Kultur eines die entsprechende 9'=~Methylen=Ver=
bindung produzierenden Stammes LeThiazolidin-4~carbonsiure
oder ein Salz dieser Siure zugibt,

Insbesondere gelangt man zu den Vérbindungen der Formel I,

worin entweder

R1 fir Methyl stenht und R, Isobutyl oder Benzyl bedeutet
oder '

R, fir Athyl steht und R, Benzyl bedeutet

oder ) '
'R1 far Isopropyl steht und Ry Isopropyl, sek.,=Butyl,
Isobutyl oder Benzyl bedeutet,

~

und ihren Siureadditionssalzen, indem man einer flissigen
-Kultur eines die entsprechende 9°'~Methylen~Verbindung
produzisrenden Stammes L=Thiazolidin-~4~carbonsidure oder ein
Salz dieser Siure zugibt und die erhaltenen Verbindungen
gewinschtenfalls in ihre S3ureadditionssalze iberfihrt,



22,7,1983
-3 = 62 621/18

FUr die Salzbildung geeignete Siuren sind z, B, die Chlor=
wasserstoffsiure, Schwefelsiure, Maleinsiure; Fumarsiure
und Weinséure,

~Als Stimme, die 9'~Mathylenderivate der Verbindungen der
Formel I produzieren, kénnen Stamme von Claviceps purpurea
verwendet werden sowie solche, die aus einem Ausgangsstamm
von Claviceps purpurea durch Mutation unter Einwirkung von
Strahlen oder Behandlung mit mutagenen Substanzen oder
durch Selektion gewonnen werden kénnen,

Zur Herstellung von 9'=Thia~ergotamin und 9'~Thia~ergot=-
aminin zum Beispiel wird als bevorzugter Ergotamin/Ergot=~
aminin produzierender Stamm die Claviceps purpurea Mutante
NRRL 12043 verwendet, Eine Kultur davon wurde am 20, 9, 1979
beim United States Department of Agriculture (Northern
Regional Research Center), Peoria, Ill,, USA, unter der
Kulturnummer NRRL 12043 deponfé;t; :

Zur Herstellung von 9'~Thia~ergocristin und 9'=Thia=ergo~
¢ristinin wird als bevorzugter Ergocristin/Ergocristinin
produzierender Stamm die Claviceps purpurea Mutante NRRL
12044 verwendet, Eine Kultur davon wurde am 20, 9, 1979

bei der oben erwihnten Deponierungsstelle unter der Kultur~
nummer NRRL 12044 deponiert,

Die zur Hersfellung der Gbrigen Verbindungen der Formel I
verwendbaren Stimme sind bekannt und stehen ebenfalls der
Uffentlichkeit zur Verfiigung,
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Charakteristikum und fermentative Gewinnung der Stamme
NRRL 12043 und 12044

a) Charakterigtikum des Stammes NRRL 12043

Der Ausgangspilzstamm wurde aus einem auf Bromus im Wallie
(Schweiz) gefundenen Sklerotium@rwelches Ergotamin ent=
hielt, isoliert, Durch mehrere mutagene Behandlungsschritte
unterVVerwendung von Ultra=Violett=Strahlen und Chemikalien
gelangte man zu dem erfindungsgemiB verwendeten Stamm NRRL
12043, welcher folgendermalen charakterisiert werden kann:

Es wird ein Kleines Mycelstiick des Stammes NRRL 12043 im
Zentrum einer Agarplatte mit einem Medium der nachfolgend
angegebenen Zusammensetzung ausgeimpft:

6C g Saccharose; 10 g Asparagin, 0,5 g Casamino-Acids
(Difeo); 0,25 g KHyPO,, 0,25 g MgS0,.7 H,0, 0,125 g KC1,

16 mg FeSQ4,7 H20¢ 10 mg ZnSO4.7 H203 15 g Agar und dest,.
Wasser ad 1 Liter, Der pH-Wert wird mit einer 25%igen
Ammoniak-L&sung auf 6,0 eingestellt, Das Medium wird

20 Minuten bei 120 °C sterilisiert. Bei 24 °C ist nach

7 Tagen eine Kolonie von etwa 3 cm Durchmesser, nach 14 Ta-
gen von etwa 5 ¢m und nach 20 Tagen von etwa 8 cm Durche
messer entstanden, Die Kolonie ist gewdlbt und leicht ge=
faltet, Der Rand ist diffus, Die Farbe der Kolonie ist im
Zentrum beige~violett und am Rand beige~grau, Eine 20 Tage
alte Kolonie enthilt pro cm2 ca. 1;108 Konidien, Diese sind
oval und haben Dimensiocnen von 6 -~ 12 x 4 = 7‘y,
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b) Charakteristikum des Stammes 12044

Der Ausgangspilzstamm wurde aus einem auf Roggen in Nord~
amerika gefundenen Sklerotium, welches Ergocristin ent~
hielt; isoliert, Durch mehrere mutagene Behandlungsschritte
unter Verwendung von Ultra=Violett~Strahlen und Chemikalien'
gelangte man zu dem erfindungsgems® verwendeten Stamm NRRL
12044, welcher folgendermaBRen charakterisiert werden kann:

Es wird ein kleines Mycelstiick des Stammes NRRL 12044 im
Zentrum einer Agarplatte mit einem Medium der nachfolgend
angegebenen Zusammensetzung ausgeimpft:

70 g Malzextrakt (Wander), 30 g Kartoffeln (Stocki, Knorr),
15 g Agar und dest, Wasser ad, 1 Liter, Der pH-Wert betrigt
543 ~ 5,7, Das Medium wird 20 Minuten bei 120 °C sterili~
siert, Bei 24 °C ist nach 7 Tagen eine Kolonie von etwa

2 cm Durchmesser, nach 14 Tagen von etwa 4 cm und nach

20 Tagen von etwa 5 cm Durchmesser entstanden,

Das Mycel ist flach gewdlbt und mit einem weilen, in den
Luftraum ragenden, watteartigen Hyphengeflecht bedeckt, Im
 Zentrum wird ein kraterfdrmiger Hocker von etwa 1 cm Durch~
megser ausgebildet, Von ihm gehen radiale Falten aus, Das
dem Agar aufliegende Mycel ist violett geférbt, Es ent=~
stehen konzentrische Zonen mit starkerer und solche mit
schwicherer Pigmentierung, Der Rand ist diffus, Ein 20 Tage
altes Mycel enthilt pro cm2 ca. 1;108 Konidien, Diese streuen
in ihren Dimensionen ziemlich stark (5 = 12 x 3 = 7 Jimelst
jedoch 5 ~ 6 x 34f)’ Das Mycel enthalt keine Alkaloide,
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Vermehrung und Imgfétoffherstellung

a) NRRL_12043

Vermehrung und Impfstoffherstellung des Stammes NRRL 12043
kénnen in der Weise erfolgen, daB man von einer der oben
beschriebenen Kolonien die Konidien in sterilem Wasser ab=
schwemmt und damit Schrigagarrdhrchen mit dem Agarmedium
beimpft, bestehend aus: 70 g Malzextrakt (Wander); 30 g
Kartoffeln (Stocki, Knorr), 15 g Agar und dest, Wasser ad

1 Liter, Der pHwWert betragt 5,3 =~ 5,7, Das Medium wird |
20 Minuten bei 120 °C sterilisiert, Nach 14 Tagen enthslt
eine solche Schrigagarkultur (12 ml Medium in einem Reagenz=
glas von 18 mm Durchmesser und 20 cm Lange, keilfdrmig aus=
gelegt) etwa 1, ,10° Konidien. Von einer solchen Schrigagar=
kultur werden Konidien in sterilem Wasser aufgeschmemmt,
und dabei wird eine Konzentration von 10° - 10 Sporen/ml
hergestellt, Mit je 0,5 ml diessr Suspension werden Schrige~
agarréhrchén_mit dem gleichen Medium gleichmiBig beimpft,
Diese Kulturen werden bei 24 °C wahrend 14 Tagen bebriitet,
Hierauf werden sie bei =40 °C gelagert,

b) NRRL 12044

Vermehrung und Impfstoffhérstellung des Stammeg NRRL 12044
kdnnen in der Weise erfolgen, daB man von einer der oben
beschriebenen Kolonien die Konidien in sterilem Wasser abe
schwemmt und damit Schrigagarréhrchen mit dem oben beschrig-
benen Agarmedium beimpft, Nach 18 Tagen enthilt eine solche
Schrigagarkultur (12 ml Medium in einem Reagenzglas von
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18 mm Durchmesser und 20 cm Lange, keilfdrmig ausgelegt)
etwa 1 -~ 2.10 Konidien. Von einer solchen Schrigagare~
kultur werden Konidien in sterilem Wasser aufgeschwemmt,
und dabei wird eine Konzentration von 10° 3 107 Sporen/ml
hergestellt, Mit je 0,5 ml dieser Suspension werden Schrige=
agarrdhrchen mit dem gleichen Medium gleichmaBig beimpft.
Diese Kulturen werden bei 24 °C wihrend 14 Tagen bebriitet,
Hierauf werden sie bei -40 °C gelagert,

Vorkulturen

Bei der Durchfihrung des erfindungsgemsBen Verfahrens hat
es sich als vorteilhaft erwiesen, die Sporen erst Gber
Vorstufe(n) heranzuziichten, bevor das Produktionsmedium
angeimpft wird.'Anfénglich soll man ein Medium wihlen, in
welchem gute Sporenkeimung und ein schnelles Mycelwachstum
stattfinden, Flr ein solches Medium sind geeignet: eine
Kohlenstoffquelle in reichlicher Konzentration in Form eines
Mono~ oder Disaccharids, gegebenenfalls in Kombination mit
einem Polyalkohol, eine Stickstoffquelle in Form einer
Aminosdure oder eines Ammoniumsalzes, fsrner Mineralsalzei
Spurenelemente und komplexe Zusatze aus pflanzlichen Samen,
Das pH wird vorteilhaft zwischen 5 und 7 eingestellt, Das
Medium wird in der ersten Stufe mit Konidien reichlich be~
impft und auf der Schittelmaschine oder in Fermentern von
verschiedenen GréBen bei 22 ~ 25 °C wihrend 4 = 7 Tagen
inkubiert, Es entsteht eine dichte Kultur aus lockeren,
watteartigen, 2 - 3 nm messenden, unpigmentierten Myce1~
flocken, welche aus langsn Hyphen von 3 = 6 p Durchmesser
bestehen,
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Hauptkulturen

- Mit einem Teil der in einer oder gegebenenfalls mehreren
Vorstufen erhaltenen Kultur wird das Produktionsmedium
beimpft, welches vorteilhaft eine solche Zusammensetzung
aufweist, dad in kurzer Zeit ein hohes Mycslgewicht er-
reicht wird., Als beste und billigste Kohlenstoffquelle hat
sich Saccharose erwiesen, als Stickstoffquelle Ammoniume=
salze, wie Oxalat, Zitrat, Succinat und Formiat, Ferner
sollen Mineralsalze und als Spurenelsmente Eisen und Zink
zugegen sein, Die Kulturen werden entweder in Erlenmeyer=~
kolben oder in Fermentern von verschiedenen Grélen durch=
gefihrt, Wichtig ist eine gute Beliiftung., Die optimale
Temperatur lisgt bei 24 °c.

Am Anfang der Alkaloidbildung;, ncrmalerweise zwischen dem
3., und 6, Tag der Hauptkultur, werden 1 =~ 5 g/Liter
L-Thiazolidin~4~carbonsiure oder von einem Salze dieser
Saure, wie z, B, das Kalium=, Natrium~ oder Ammoniumsalz,
zur Hauptkultur gegeben. Hierauf werden die Kulturen weiter
wihrend 6 ~ 12 Tagen bebriitet, Es entsteht im Verlaufe von
9 = 18 Tagen eine dichte Kultur, die hauptsichlich aus
0,5 = 3 mm langen und 031 ~ 1 mm dicken zylindrischen komw~
pakten Mycelpartikeln neben feinen Flocken besteht, Die
Mycelpartikel zeigen in ihrer Struktur das Bild eines
plectenchymatischen Gewebes aus kugeligen oder pclyedrie
schen bis kurzzylindrischen, dickwandigen und stark vakuoli=
gierten Zellen von 6 » 12 X 6 =~ 14~p} vornehmlich 8 X 9 u,
welches von bis zu 100‘y langen H?phén durchzogen ist, Sie
sind briunlich pigmentiert, Das Kulturfiltirat ist ebenfalls
- bridunlich gefarbt,
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Wenn sich die Zunahme des Gewichtes und des Alkaloidge~ |
haltes des Mycels verringert, kdnnen nach an sich bekanne
ten Methoden die Alkaloide mit organischen Lésungsmitteln
aus dem gesamten Kulturbrei extrahiert werden, oder man
trennt das Mycel durch Filtration oder Zentrifugation vom
Filtrat und extrahiert beide Teile separat, Der Hyuptanteil
der Peptidalkaloide ist im Mycel angereichert,

Isolierung der Verbindungen der Formel I

Diese Schwefel enthaltenden Ergotpeptine lassen sich aus
der Kulturbriihe, aus dem Kulturfiltrat oder as dem Mycel
durch bekannte extraktive Verfahren isolieren., Die Reini~
gung erfolgt unter Anwendung Ublicher Reinigungsschritte;
wie zum Beisgpiel durch Fallungen aus aktiven mit inaktiven
Losungsmitteln oder durch Uberfihren in schwerlésliche
Salze. Besonders geeignet sind bekannte Reinigungsverfahren;
wie z, B, Chromatographie an Aluminiumoxiden;'Kieselgeleni
Sephadex LH~20 usw, in den jeweils geeigneten Lisungs=~
mittelsystemen. Wie die bekannten Ergotpeptine sind auch
diese neuen 9'~Thia~ergopeptine gegen Tageslicht empfind—
lich, In freier Form und in polaren Ldsungsmitteln iso~
merisieren sie bis zu einem bestimmten Gleichgewicht in
die jeweils andere Form,

In Salzform, wie sie z, B, mit Methansulfonsiure herge~
stellt werden kdnnen, eind 9'=~Thia~ergotamin und 9'~Thia-

ergocristin (ber lingere Zeit stabil,

Erfindungsgemi® erhaltene Verbindungen kénnen, falls er=
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winscht,; nach an sich bekannten Methoden in weitere Ver=
~ bindungen Gberfihrt werden.

So kénnen die Verbindungen der Formel Ia in Stellung 1
und/oder 2 und/oder 6 alkyliert werden,

Ferner konnen die Verbindungen der Formel Ia in Stellung
- 9% 10 reduziert werden,

AuBerdem kdnnen die Verbindungen der Formel Ia in Stellung
2 halogeniert werden,

Die erfindungsgemi® hergestellten Verbindungen sind in der
Literatur bisher nicht beschrieben worden, Sie weisen im
Tierversuch interessante phérmakologische Eigenschaften auf
und kdnnen daher als Heilmittel verwendet werden,

Insbesondere zaigen diese Verbindungen eine Dopaminrezepto-
ren stimulierende Wirkung, Die dopaminergen Eigenschaften
konnten an Ratten, bei denen durch eine 6~Hydroxydopamine
Injektion in die substantia nigra eine unilaterale Ver-
lefzung der nigro~neostriatalen Dopaminbahn erzeugt wurde,
mit Dosen zwischen etwa Q,5 bis 100 mg/kg festgestellt
werden [Methode nach U, Ungerstedt; Acta physiol, scand, Suppl,
367, 69 ~ 93 (1971)]}. Nach Verabreichung des Wirkstoffes
war eine deutliche'Aktivierung dadurch erkennbar, da® die
Ratten in Richtung der nicht denervierten Seite rotierten,
Die neuen Substanzen kdnnen aufgrund ihrer dopaminergen
Eigenschaften zur Behandlung von Parkinsonismus Anwendung
finden,
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Ferner besitzen die neuen Verbindungen eine Prolaktine
sekretions~hemmende Wirkung., So hemmen sie bei der Ratte
die Implantationen nach subkutaner Applikation von Dosen
zwischen 0,01 und 1 mg/kg und die Laktation mit Dosen von
1 bis 10 mg/kg p, o. [Lit,: Experientia 34, 1330 (1978)J.
Die neuen Substanzen kénnen aufgrund ihrer Prolaktine ‘
sekretions~hemmenden Eigenschaften z. B, zur Laktationse
hemmung, Galaktorrhoehemmung, zur Behandlung des hyper=
prolaktinaemischen Hypogonadismus und der Akromegalie

oder zur Behandlung von Prolaktinomen Anwendung finden,
Ferner bewirken die neuen Substanzen am Schlaf/Wachzyklus
bei der chronisch implantierten Ratte ab ca, 3 mg/kg i. Pe
oder 10 mg/kg p. 0., eine Reduktion der Dauer des paradoxa-
len Schlafes und eine Verliangerung des Wachzustandes
[siehe 3, M, Vigouret et al,, Pharmacology 16, 1, 156 = 173
(1978)], Uberdies bewirken sis bei 0,3 mg/kg i.‘p; eine
Erhdhung des Glukosestoffwechsels in Hirnnervenkernen
sensorischer Informationsverarbeitung (Methode nach

L. Solokoff, Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism
i981, 1, 7 - 36, H, E, Savaki et al., Brain Research 1982,
233, 347 und 3, McCulloch et al., Journal of Cerebral Blood
Flow and Metabolism 19817, 1, 133 - 136),

Aufgrund dieser Resultate sind die neuen Substanzen fir die
Behandlung der senilen Demenz, insbesondere im Frilhstadium
‘und zur Vigilanzerhdhung geeignet,

Auberdem besitzen die erfindungsgemsR hergestellten Ver-
bindungen vasokonstriktorische Aktivitdt, welche in vitro
an Spiralstreifen der Arteriz carotis externa des Hundes
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fE. Miller-Schweinitzer, Naunyn~Schmiedeberg's Arch,
Pharmacol,, 292, 113 ~ 118 (1976)), mit Dosen ab 10 nM/Liter
gezeigt werden kann,

Aufgrund ihrer vasokonstriktorischen Wirkung werden die
neuen Substanzen zur Behandlung der Migrine verwendet,

Ferner bewirken sie an der Ratte mit zerstdrtem Gehirn und
Rickenmark {Brit; J, Pharmac, Chemother, 30 (1967), 78 =~ 87]
mit einer Dosis von etwa 5 bis etwa 50 ug/kg i. v, einen
langanhaltenden pressorischen Effekt verbunden mit einer
Blutdrucksteigerung, An der Mellander-Katze [Angiologica

3 (1966), 77 ~ 997 bewirken sie eine starke, dosisabhangige
und langanhaltende Konstriktion der KapazititsgefiRe in
Dosen von etwa 0,5 bis etwa 50 pg/kg i, a,

Aufgrund dieser Aktivitat kénnen die Substanzen als venen=-
tonisierende Mittel Anwendung finden.

SchlieBlich bewirken die erfindungsgemiR hergestellten Ver=
bindungen aufgrund der Ergebnisse am Schlaf/Wach-Zyklus
eine serotoninerge Wirkung. Im Hinblick auf diese Wirkung
und die Ergebnisse am Ungerstedt-Modell kénnen sie als
Antidepressiva vor allem bei 3lteren Leuten Anwendung finden.

Ausfﬁhrungsbeisgiele

In den nachfolgenden Beispielen, die die Erfindung niher
erlautern, erfolgen alle Temperaturangaben in Celsiusgraden
und sind unkorrigiert,
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Beispiel 1:

9'=Thia~ergotamin und 9'=Thia=ergotaminin
1, Zichtung des Stammes NRRL 12043

a) Verkultur

Die Konidien einer Schragagarkultur des Claviceps purpurea
‘Stammes NRRL 12043 (etwa 10° ) werden in 10 ml sterilem
Wasser suspendiert, Mit 1 ml dieser Konidien~Suspension
werden 200 ml eines Vorkulturmediums folgender Zusammen=~
setzung

g/Liter
Saccharose 100
Proflo 10
Ammoniumoxalat “ 3
Ca (NO )2;4 Hy0 1
KH,PO, 0,25
MgSO,. 7 H,0 . 0,25
KC1 0,125
FeS0,. 7 Hy0 | 0,0166
ZnS0,, 7 HZO 0,0068
destillisrtes Wasser , ad 1 Liter ,

welches sich in 500-ml-Erlenmeyerkolben befindet, angeimpft;
das pH wird mit NH4OH auf 6,5 eingestellt, Das Medium wird
20 Minuten bei 120 °C sterilisiert, Diese Vorkultur wird
 bei 24 °C rotierend 5 Tage geschittelt (180 UpM; 5 cm Kreis),
Am Ende des Wachstums hat die Kultur ein pH ven 5,3 und ein
Myceltrockengewicht von 22 g/L,



22,7.4983
- 14 - 62 621/18

b) Hauptkultur

Mit 10 ml der Vorkultur werden 50 ml eines Hauptkultur=
mediums folgender Zusammensetzung

g/Liter
Saccharose 240
Ammoniumoxalat - 9,6
Ca (NQ3)2.4 HZO ' 2,5 -
MgS0,, 7 Hy0 o 0,625
KH2PO4 ) 0,625
KC1 \ 0,312
FeS0,. 7 Hy0 , 0,0252
ZnSO4. 7 320 : 06,0102
destillierteg Wasser ad 1 Liter ,

welches sich in 500~ml~Erlenmeyerkolben befindet, angeimpft;
das pH wird mit NH4OH—25%ig auf 6,2 eingestellt, Das Medium
wird 20 Minuten bei 110 © sterilisiert,

Diese Kultur wird bei 24 ? auf einer Rundschittelmaschine
(180 UpM, 5 cm Kreis) inkubiert, Nach 4 Tagen Bebriitungs=
zeit werden pro Kultur 90 mg L~Thiazolidin~4~carbonssure
zugegeben, Die Kulturen werden noch 10 Tage auf der Rund=
schiittelmaschine inkubiert, Nach beendeter Fermentation

" werden die Kulturen abfiltriert, Das Mycelium wird schonend
getrocknet, Das Trockenmycelgewicht der Hauptkultur betrigt
85 g/L. Der Alkaloidgehalt betrigt 12 mg/g. Der Anteil an
9'=Thia=ergotamin + 9'=Thia=ergotaminin betrigt 10 ¥ des
Gesamtalkaloidgehaltes,
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2. Isolierung der Titelverbindungen

500 g Trockenmycel werden zweimal mit je 1600 ml Methanol
+ 2 % konz, Ammoniak sowie zweimal mit je 1200 ml Methanol
wdhrend je 5 Minuten mit einem Ultra-Turrax-Gerit homogeni~
siert und die vereinigten Filtrate im Vakuum bei max, 40 °
Badtemperatur eingedampft (ca, 50 g weinroter Riickstand),
Dieser Rickstand wird in 500 ml Methanol geldst und in
einem Chromatographie~Rohr von 10 c¢m Durchschnitt durch
500 g Aluminiumoxid der Aktivitdtsstufe II (Woelm) fil~
triert, mit 2000 ml Methanol nachgewaschen und das gesamte
Filtrat im Vakuum zur Trockne eingedampft (25 g gelber
Schaum), Dieser Rickstand wird nun an der 2COfachen Menge
Kieselgel 60 (Merck) in Methylenchlorid + 2 % Methanol
chromatographisch aufgetrennt, Die Fraktions~Rickstinde
werden dinnschichtchromatographisch untersucht und die~
Jenigen Fraktionen, welche nur Substanzflecke entsprechend
9'~Thia~ergotamin enthielten (vgl, Rf~Werte in Tabelle 1),
vereinigt,

9*~Thia~ergotamin:

Die Fraktionen, die nach diinnschichtchromatographischer
Analyse und entsprechend ihrem Rf=Wert nur 9'-~Thia~ergot=
amin enthalten, werden in Essigester geldst; durch eine
Talkschicht blankfiltriert und nach Konzentrierung im

- Vakuum mit wenig Hexan versetzt, wobei das Alkaloid aus~-
kristallisiert, Umkristallisation aus dem gleichen Li~
sungsmittel liefert reine Kristalle von weiBer bis gelb~
licher Farbe, Smp.: ab 199 ° langsame Zersetzung;

ﬁ(]go = 165 ° (¢ = 0,5 in Chloroform),
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9'~Thia=ergotamin~methansulfonat: 180 mg

9}-Thia—ergofamin werden in wenig Athanol geldst und mit
einer alkoholischen Lésung, enthaltend 29 mg Methansulfon-
siure, versetzt, wobei das Alkaloid als Methansulfonat
auskristallisiert, Umkristallisation aus Methanol liefert
ein reines, weiBes Salz,

Smp,: ab 211 ° Zersetzung: [el] go =+ 76 ° (¢ = 0,51 in

Methanocl),

9'~Thia=ergotaminin:

_ Die'Chromatogrammfraktionén mit dinnschichtchromatographisch
einheitlichem Fleck und Rf=Wert (siehe Tabelle 1) werdsn

in Essigester geldst, vereinigt und durch eine Talkschicht
klarfiltriert, Die konzentrierte Ldsung wird mit wenig
Hexan versetzt, wobei das Alkaloid in weiRer kristalliner
Form ausfallt, Umkristallisation aus dem gleichen Lééungs-
mittel ergibt die reine Verbindung, A
Smp.: ab 199 © Zersetzung; ﬁljgo =+ 343 % (¢ = 0,55 in
Chloroform), r

Tabelle 1

Dinnschichtchromatographische Ri=Werts im Vergleich zu
Ergotamin (Et) und Ergotaminin (Et-in),
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Schicht und Thige Et Thia=~ Et=in
FlisBmittel _ Et | Etein
Aloxl) ; _
Essigester/sec,Butanol] 0,44 0,34 @ 0,68 0,59
9 :1
Toluol/iso~Propanol 0,58 § 0,50 ; 0,69 5 0,63
9.:1
Toluol/ise~Propanol 0,30 | 0;24 | 0,58 § 0,46
19 : 1 ?
Kieselgelz)’ é { g
Toluol dso~Propanol 0,15 { 0,11 . 0,43 | 0,31
CH,Cl,/MeCH 93 : 7 0,25 | 0,22 | 0,65 0,52
i t

1) Aluminiumoxid=Fertigplatten Merck F 254 (Typ E)

, 2) Kieselgel-Fertigplaften Merck F 254,

Auf Dlinnschichtplatten erscheinen die Substanzflecke inm
UV-Licht 254 nm als blauviolette und bei 366 nm als hell~
blaue Flecke. Auch kénnen sie mit Joddampfen als-braune
Flecke erkannt werden,

- Das fir die Ergotpeptine typische van Urk~Reagens bewshrt
sich ausfezeichnet zur Detektion der Substanzflecke, Nach
dem Besprihen erscheinen diese Verbindungen mit blauviolet=-
ter Farbe, die durch Einwirkung des Tageslichtes oder durch
Uberstrdmen mit einem Hauch Kdnigswasserdampfen intensi-
viert werden,
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Beispiel 2

9'~Thia~ergocdstin und 9'~Thia=ergocristinin

1, Zichtung des Stammes NRRL 12044

Der Stamm NRRL 12044 wird analog zu Beispiel 3 geziichtet,
bas Trockenmycelgewicht der Hauptkultur betriagt 80 g/L, Der
Alkaloidgehalt betrigt 10 mg/g. Der Anteil an Titelverbin-
dungen betragt 8 % des Gesamtalkaloidgehaltes,

2, lsoligrung der Titelverbindungen

500 g Trockenmycel werden zweimal mit je 1500 ml Methanol
+ 2 % konz, Ammoniak und zweimal mit je 1500 ml Methanol
‘mit einem Ultraturrax=Gerit je 5 Minuten homogenisiert,
Die vereinigten Filtrate werden im Vakuum bei max, 40 °
Badtemperatur eingedampft (190 g weinroter Riickstand).
Nach dem Ldsen in 900 ml Methanol wird durch eine 10 cnm
~hohe Schicht aus 600 g Aluminiumoxid (basisch, Aktivitite-
stufe 2) filtriert, mit 2000 ml Methanol nachgewaschen und
das Filtrat im Vakuum zur Trockne eingedampft, (108 g),.
Dieser Rickstand wird nun in Methanol an_30004g Sephadek
LH~20 aufgetrennt und Fraktionen zu 200 ml aufgefangen
und eingedampft, Die Fraktionsriickstinde, die dinnschicht=
chromatographisch die neuen Thia~ergotpeptide enthielten,
werden vereinigt (526 mg) und nochmals an 120 g Sephadex
LH~20 in Methanol chromatographiert, woraus 156 mg reines
Gemisch von 9'~Thia~ergocristin/=cristinin erhalten werden,
Die Trennung dieser beiden Verbindungen erfolgte durch be=
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kannte chromatographische Methoden an Kieselgel 60 (Merck)
mit Methylenchlorid + 2 % Methanol.

9'~Thia=ergocristin:

Die Fraktionsrickstinde, die nach dinnschichtchromato~
graphischer Analyse und entsprechend ihrem Rf-Wert (vgl,
Tabelle 2) nur 9'-Thia-ergocristin enthalten, werden ver~-
einigt und aus Benzol kristallisiert (28 mg).

Smp,: 146 ° sinternwter langsamer Zersetzung;[‘]go= ~176
(¢ = 0,5 in Chloroform),

91-Thia-ergocristinin:

Die Chromatogrammfraktionen, die sich dunnschichtchromato~
graphisch einheitlich zeigen und den Substanzfleck mit den
entsprechenden RféWerten (siehe Tabelle 2) aufweisen, wer-
~ den vereinigt und aus Kthanol-Essigesteb kristallisiert,
Schmelzpunkt: 209 = 210 ° unter Zersetzung;

£&)2% + 344 ° (c = 0,51 in CHCL; )W
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Tabelle 2

Dinnschichtchromatographische Rf=Werte im Vergleich zu
Ergoeristin (Ec) und Ergocristinin (Ec~in).

Schicht und _ Thia~ Ec Thiae Ec=in

FlieBmittel Ee Ec=in

Aloxl) .

Essigester/sec,Butanocl | 0,68 0,63 0,78 0,70
9:1 : ; ‘

Toluol/iso~Propanol 0,68 0,62 0,63 0,66

' 9:1 ‘

Toluol/iso=~Propanol 0,50 0,42 0,58 0,47

. 19 :

Kieselgel 2)

Toluol/iso=~Propanol 0,37 C,28 0,56 - 0,48
85 : 15 )
CH,Cl,/MeOH 93 : 7 0,47 0,41 0,70 - 0,60

Y Aluminiumoxid=Fertigplatten Merck F 254 (Typ e)
2) KieselgeléFertigplatten Merck F 254,

‘Zur Detektion der Substanzflecken sishe Beispiel 1,

Beispiel 3

'Analog ?u Beispiel 1 oder 2 kdnnen auch das 9'«Thia-ef-
ergokryptin [Smp.: 203 - 205 © (Zers.); i_’d.jgg =+ 46 ©
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(¢ = 0,7 in Dimethylformamid) ) und das 9'~Thiam R-~ergo~
\kryptinin [smp.: 228 =~ 230 ° (Zers.):; Lot] go =+ 281 °
(¢ = 0,8 in Dimethylformanid)] hergestellt werden, indem
man einen Ergokryptin/Ergokryptinin produzierenden Stamm
verwendet, '
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Erfindungsanspruch

1, Verfahren zur Herstellung eines cyclischen 9'~Thia-

peptidergotalkaloids, das von einem fermentativ her=
stellbaren 9'=Methylen~peptidergotalkaloid abgeleitet
ist, in Form der freien Base oder eines Sdureadditions~
salzes, gekennzeichnet dadurch, dal man einer flissigen
Kultur eines die entsprechende 9'=Methylen~Verbindung
produzierenden Stammes L~Thiazolidin~4«~carbonsiure oder
ein Salz dieser Siure zugibt und die erhaltene Verbin-
dung gewiinschtenfalls in ein S&ureadditionssalz lber-
fihrt,

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB man
einer flUssigen Kultur eines die entsprechende 9'~
Methylen~Verbindung produzierenden Stammes L~Thiazolidin=
4~carbonsdure oder ein Salz dieser Siure zugibt und die

~erhaltene Verbindung der Formel (Ia)

Ia,
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worin entweder

R1 fir Methyl steht und R, Isobutyl oder Benzyl be~
deutet oder

R1 fir Athyl steht und R, Benzyl bedeutet
oder

1 fir Isopropyl steht und R, Isopropyl, sek,~Butyl,
Isobutyl cder Benzyl bedeutset,

gewlinschtenfalls in ein S&ureadditionssalz Gberfihrt,
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