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HaNs BROCKMANN und JosT HENRICH MANEGOLD
Actinomycine, XXIV1; Antibiotica aus Actinomyceten, XLVIII 2
Actinomycin X;, und Xo,

Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitdt Géttingen

(Eingegangen am 17. Oktober 1961)

Aus Actinomycingemischen vom Typ X wurden Actinomycin X;,, Xo, und

Xos abgetrennt. — Actinomycin X, ist das zweite Actinomycin, das y-Oxo-

prolin enthdlt. — Durch Reduktion mit Aluminiumisopropylat wurde aus

Actinomycin X, das bisher unbekannte Actinomycin X, gewonnen. — Ver-

gleichende Teste zeigten, wieweit die antibiotisch wirksame Grenzkonzentration
der X-Actinomycine von der Struktur ihres Peptidteils abhiingt.

Die zur Actinomycin-Synthese befdhigten Strepfomyces-Arten konnen die Peptid-
struktur ihrer Actinomycine innerhalb gewisser Grenzen variieren. Da jede Art dabei
eine oder zwei der moglichen Strukturen bevorzugt, besteht das von ihr produzierte
Actinomycingemisch aus einem oder zwei ,,Hauptactinomycinen* und mehreren in
geringerer oder sehr kleiner Menge vorhandenen ,,Nebenactinomycinen‘3).

Die bisher aus Streptomyces-Kulturen isolierten Actinomycingemische kann man nach
ihren Hauptactinomycinen in vier Gruppen einteilen4): 1. Gemische vom Typ I, die haupt-
séchlich aus Actinomycin C; bestehen. 2. Gemische vom Typ C, die als Hauptkomponenten
Actinomycin C; und Actinomycin C; enthalten. 3. Actinomycingemische X mit der Haupt-
komponente Actinomycin X;. 4. Eine erst kiirzlich aufgefundene, bisher wenig untersuchte,
»Actinomycin Z* genannte Gruppe von filnf Actinomycinens).

Die Hauptactinomycine Ci, Cp, C; und X, der Gemische I, C und X sind zuerst
von unserer Arbeitsgruppe isoliert? und dann in ihrer Konstitution aufgeklirt wor-
den®). Nachdem damit der Bauplan der Actinomycine sowie Verfahren fiir ihre Kon-
stitutionsaufklédrung bekannt waren, lag es nahe, nunmehr die Nebenactinomycine
der Gemische I, C und X n#her zu untersuchen; einmal, um zu sehen, wieweit‘eine
Streptomyces-Art den Peptidteil ihrer Actinomycine variieren kann und zum anderen,
um an Hand weiterer Vertreter AufschluB} dariiber zu erhalten, wie die antibiotische,
cytostatische und toxische Wirksamkeit der Actinomycine von der Struktur ihres
Peptidteils abhéingt.
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mistry of Natural Products*, Melbourne 1960.
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Bei solchen Untersuchungen wurde aus Actinomycingemisch C das Actinomycin Cz,
isoliert und als Isomeres des Actinomycins C, erkannt?), Ferner stellte sich heraus, daB die im
Actinomycingemisch I gefundenen, zuniichst als I; und [; bezeichneten Nebenactinomycine?
mit Actinomycin C; bzw. Cj identisch sind®). Und schlieBlich haben wir aus Actinomycin-
gemischen X als erste der in kleinerer Menge vorhandenen Komponenten das Actinomycin
Xop? isoliert und soweit in seiner Struktur aufgekldrt, daB nur noch zwischen den Formeln
J1a und IIb zu entscheiden ist1.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeiten gelang es uns, aus Actinomycingemischen vom
Typ X drei weitere Nebenactinomycine abzutrennen, die wir — der Reihenfolge ihrer
Chromatogrammzonen entsprechend — Actinomycin X, Actinomycin Xy und
Actinomycin X;, genannt haben. Wie sie aufgefunden und isoliert wurden, soll an
Hand von Tab. 1 und Abbild. 1 erldutert werden.

Tab. 1. Komponenten eines Actinomycingemisches’vom Typ X

. Ausbeute in
Zonen; bzw';. Absgl:;utte Inhaltsstoff Sequenzformel **) g/100 1
Kulturldsung
Xoa [ Gemisch antibiotisch unwirksamer, gelber Produkte
Sar
Act. Xox *** Act-Thr-Val- -Sar-Meval —
Hypro
| Xo Xog Act. Xop Act-Thr -Val-( Hypro ) -Sar-Meval 0.16
Xo
! o Xoy  Act Xoy Act-Thr-Val-( Pr; ) Sar-Meval 0.037
T T Xos  ActXos Act-Thr-Val-(a o ° )Sar-Meval 0.007
X: X
1 1 ¢ Act. C, Act-Thr-Val — Pro— Sar-Meval  0.73
Xia T Xia  Act.Xia Act-Thr-Val-(L)-Sar-Meval 0.056
Oxopro
Pro
X, X; Xs  Act.Xs Act-Thr-Val-( - )-Sar-Meval 45
, Oxopro
Xs T X3 Act. X3 unbekannt 0.022
v
Xe L Xs Act. X4 unbekannt 0.024
*) a) Lisungsmittelsystem: Butylacetat-Dibutylather (3: l)llo-proz wabr., Nah ‘ inat; b) L&
mittelsystem: Butylacetat/10-proz. wiBr. Natrium-m-kresotinat; ¢) L8 Isystem: B I-leutyllther-

Dipropyliither (2:1: 7)/7-proz. wifir. Natrium-m-kresotinat.

** Hypro = L-Hydroxy-prolin; a-Hypro = L-allo-Hydroxy-prolin; Oxopro = L-y-Oxo-prolin; Erliuterung der
Sequenzformeln vgl. H. BROCKMANN, Angew. Chem, 72, 946 [1960).
$2¢) Actinomycin Xy wurde noch nicht aus Actinomycmgemmchen X isoliert.

7) H. BRockMANN und B. FRANCK, Naturwissenschaften 47, 15 [1960].

8 G. DSRING, Diplomarbeit Univ. Géttingen 1957.

9 H. BROCKMANN, G. Pampus und J. H. MANEGOLD, Chem. Ber. 92, 1294 [1959]; H
BrockMANN und G. PaMpus, Angew. Chem. 67, 519 [1955].
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Chromatographiert man ein Actinomycingemisch X im System Butylacetat-Dibutyldther
(3:1)/10-proz. wiBr., mit m-Kresotinsiiure gesittigtes Natrium-m-kresotinat an der Cellulose-
siiule, so entwickeln sich Zonen10), die in Spalte a der Tab. 1 in der Reihenfolge ihrer
Ry-Werte angefiihrt und so bezeichnet sind wie in fritheren Mitteilungen3),

Von den drei genannten Nebenactinomycinen bildet in solchen Chromatogrammen nur das
Actinomycin X, eine eigene Zone, wihrend Actinomycin Xgy in der X¢-Zone und Actinomycin
Xos in der X;-Zone verborgen bleibt.

Actinomycin X, fanden wir, als der Inhaltsstoff der Xy-Zone im System Butyl-
acetat/10-proz. wilr., mit m-Kresotinsdure gesittigtes Natrium-m-kresotinat mit
langerer Laufzeit der mobilen Phase an Cellulose chromatographiert wurde. Dabei
entstanden drei Zonen. Nur zwei (Xos und X,) enthielten antibiotisch wirksame
Inhaltsstoffe mit den Farbreaktionen der Actinomycine. Der mit dem kleineren Ry-
Wert ist das bereits vor einiger Zeit kristallisiert isolierte Actinomycin Xog, der andere
das Actinomycin Xg,.

Das nur in sehr geringer Menge vorhandene Actinomycin Xgs findet sich, wie schon er-
wihnt, in der X;-Zone (Abbild. 1). Ihr Inhaltsstoff wurde bereits vor léngerer Zeit kristalli-
" siert isoliert1?), zuniichst fir ein Isomeres des Actinomycins C; gehalten und als ,,Actino-
mycin X;* bezeichnet. Eine eingehende Untersuchung bewies jedoch spiter seine Identitiit
mit Actinomycin C;. Bei dieser Gelegenheit wurde auch die Ij-Fraktion von Actinomycin-
gemischen I in allen Einzelheiten mit Actinomycin Cy verglichen und bestitigt12), daB sie
ebenfalls mit Actinomycin C; identisch ist13). Der Versuchsteil bringt die Belege dieser ver-
gleichenden Versuche.

Actinomycingemisch X

| I | ’ '
[
| | "7
] @
1.
2} £

Abbild. 1. Priparative Trennung eines Actinomycingemisches vom Typ X
Séule A, B: Cellulosepulver, Butylacetat/10-proz. wiBr. Natrium-m-kresotinat
S4ule D: Cellulosepulver, Butylacetat-Dibutyldther (3:1)/10-proz. wir. Natrium-m-kresotinat
Siule C, E: Aluminiumoxyd II, Athylacetat
Die stark eingerahmten Felder bezeichnen die Stelle, an der die Hauptmenge des betreffenden
Actinomycins abgetrennt wird.

Acri;omycin -

10) Die X3- und X4-Zonen sind sehr schwach und fehlen bei manchen Actinomycingemischen
X. Erst unter besonderen Kulturbedingungen konnten aus bestimmten Stimmen Actino-
mycingemische X mit etwas stirkeren X3- und X4-Zonen gewonnen werden. Aus ihnen hat
W. FROMMER, Arch. Mikrobiol. 34, 1 [1959), in geringer Menge Actinomycin X3 und Actino-
mycin X4 abgetrennt und durch qualitative Aminosdureanalyse charakterisiert.

11) H. BROCKMANN und H. LINGE, Naturwissenschaften 40, 224 {1953].

12) Teilweise mitbearbeitet von G. DORING, Diplomarb. Univ. Gottingen 1957.

13) Diese Identitiit wurde bereits in der ersten Mitteilung iiber Actinomycingemische I (vgl.
Zitat 3) auf Grund itbereinstimmender Ry-Werte angenommen.
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Actinomycin X5 haben wir zuerst rein und kristallisiert durch katalytische Hydrie-
rung aus Actinomycin X, (VIIa oder VIIb) gewonnenl). Dabei zeigte sich, daB es
in den bis dahin zur Chromatographie von Actinomycingemischen X verwendeten
Losungsmittelsystemen nicht von Actinomycin C; zu trennen ist; wohl aber 1) im
System Butanol-Dibutylither-Dipropylidther (2:1:7)/7-proz. wiBr., mit m-Kresotin-
siure gesittigtes Natrium-m-kresotinat (in dem es einen kleineren Ry-Wert hat als
Actinomycin C;) oder 2) durch Adsorptionschromatographie an Aluminiumoxyd
(an dem es fester adsorbiert wird als Actinomycin C;). Als wir auf Grund dieser Be-
funde den Inhaltsstoff der X;-Zone chromatographierten, zeigte sich, daB er tatsichlich
in sehr kleiner Menge eine antibiotisch wirksame Verbindung mit dem Ry-Wert und
den Farbreaktionen des Actinomycins X5 enthielt.

Fiir die praparative Isolierung der drei Nebenactinomycine Xo,, X;, und Xg
gab es zwei Moglichkeiten: 1) Chromatographie des Actinomycingemisches X in
einem Losungsmittelsystem, in dem sich alle Komponenten in einem Arbeitsgang in
einheitliche Zonen auftrennen oder 2) Chromatographie des Gemisches in mehreren,
aufeinanderfolgenden Arbeitsgingen.

Fiir den ersten Weg wilrde sich das System Butanol-Dibutyldther-Dipropylither (2:1:7)/
7-proz. walr., mit m-Kresotinsdure gesittigtes Natrium-m-kresotinat eignen. Denn, wenn
man in ihm Actinomycingemische X papierchromatographisch trennt, bilden sich bei genii-
gend langer Laufzeit der mobilen Phase die in Spalte ¢ (Tab. 1) angegebenen Zonen der in der
nichsten Spalte angeflihrten Actinomycine, und das gleiche war an der Cellulosesdule zu er-
warten. Nachteilig ist jedoch die geringe Kapazitidt des Systems, die sich in unserem Fall
besonders ungiinstig auswirken muBte, weil wegen des geringen Gehaltes an Nebenactino-
mycinen gréBere Mengen Actinomycingemisch X zu verarbeiten waren.

Deshalb haben wir den zweiten Weg gewihlt und zunichst in einem System groBerer
Kapazitit, aber geringerer Trennleistungen eine Vorfraktionierung durchgefiihrt. Be-
wihrt hat sich dafiir Butylacetat/10-proz. wiBr., mit m-Kresotinsidure gesittigtes
Natrium-m-kresotinat, An 4.5 x 70 cm-Cellulosesdulen entwickelten sich — bei Einsatz
von 5 g Actinomycingemisch je Sidule — Chromatogramme mit drei gelbroten Zonen
(X0, X1 X5) und den heligelben Abschnitten I, II, IIT und IV (Abbild. 1). Wie aus sol-
chen Chromatogrammen die Actinomycine X,,, Xo3 und X, isoliert wurden, er-
gibt sich aus der Abbildung und dem Versuchsteil.

Aus den Xj-Zonen von 91 g rohem Actinomycingemisch X erhielten wir 16 mg
kristallisiertes Actinomycin X5, das durch Aminosiduregehalt, antibiotische Wirk-
samkeit und Re-Werte in verschiedenen LOsungsmittelsystemen identifiziert wurde.
Der Reinheitsgrad des Priparates ergab sich aus dem eg43 p,-Wert: 23400 1 400
(Methanol); €443 m,, von Actinomycin C3: 25000 + 400 (Methanol).

Aus dem Inhaltsstoff des Abschnittes III isolierten wir das in roten Prismen vom
Schmp. 246 —247° (Zers.) kristallisierende Actinomycin X;,. Seine spezif. Drehung
[al3?: —418 + 15° (c = 0.10, in Aceton) ist hdher als die der anderen Actinomycine
und stark konzentrations- und temperaturabhingig, sein €443 y,~Wert: 24900 - 400
stimmte innerhalb der Fehlergrenze mit dem des Actinomycins C; iiberein, ein Beweis
fiir die Reinheit des Priparates.
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Bei der quantitativen Aminosiureanalyse eines Salzsidure-Hydrolysates von Dihydro-
actinomycin X;,19 fanden wir 1.4 Mol Threonin, 1.9 Mol Valin, 3.1 Mol Sarkosin
und 1.9 Mol N-Methyl-valin.

Der bei dieser Analyse nicht erfaBte zehntelS) Aminosiurebaustein ist y-Oxo-
prolin, das wir papierchromatographisch und pherographisch im Jodwasserstoff-
siure-Hydrolysat des Actinomycins X;, nachwiesen und quantitativ als Hydroxy-
prolin bestimmten. Ob es die L- oder p-Konfiguration hat, bleibt noch offen. Fiir
wahrscheinlicher halten wir das Vorliegen der L-Form. Im IR-Spektrum gibt sich das
y-Oxo-prolin wie beim Actinomycin X»1 durch eine bei 5.65 p. liegende Schulter der
starken Lactoncarbonylbande zu erkennen.

L4Bt man die aus Analogiegriinden vertretbare Annahme gelten, daB Actinomycin
Xia den gleichen Chromophor und eine analoge Aminosiuresequenz hat wie die
anderen Actinomycine, so wire nur noch zu entscheiden, ob ihm Formel VIa oder
VIb zukommt, oder ob es ein Gemisch der beiden Stellungsisomeren VIa und VIb ist.

Mit Actinomycin X, ist das zweite Actinomycin aufgefunden, das im Peptidteil
y-Oxo-prolin enthdlt. Das erste war Actinomycin X, (VIla bzw. VIIb)1). Reduziert
man Actinomycin X, mit Aluminiumisopropylat, so wird aus seinem y-Oxo-prolin-Rest
ein Hydroxy-prolin-Rest, und es entsteht das Actinomycin Xy (IIa bzw. IIb). Analog
reagiert, wie zu erwarten, Actinomycin X,.. Denn als wir es mit Aluminiumisopropy-
lat reduzierten, entstand in guter Ausbeute eine gelbrote, kristallisierte Verbindung
vom Schmp. 251 —252° (Zers.), die den gleichen Gehalt an Threonin, Valin, Sarkosin
und N-Methyl-valin aufwies wie Actinomycin X;, und auBerdem 1 Mol Hydroxy-
prolin enthielt 16),

O—Meval Meval-0
] I Ia: R = Sar; R’ = Hypro

Sar Sar Ib: R = Hypro; R’ = Sar (Xoa)
- IIa: R = Pro; R’ = Hypro
&« R R I g IIb: R = Hypro, R’ = Pro (Xog)
IIIa: R = Sar; R’ = Pro
Vlal Vla.l IIIb: R = Pro; R’ = Sar (Xov)
——Thr Thr — IVa: R = Pro; R’ = a-Hypro

| | IVb: R = a-Hypro; R’ = Pro (Xo2)
CcO CO

N NH V: R=R’'=Pro €
AN 2 VIa: R = Sar; R’ = Oxopro
A VIb: R = Oxopro; R’ = Sar (X1a)
VLA VIla: R = Pro; R’ = Oxopro
O o VIIb: R = Oxopro; R’ = Pro X2)

CH;3 CH;

Thr = L-Threonin; Val = p-Valin; Pro = L-Prolin; Hypro = L-Hydroxy-prolin; a-Hypro =
L-allo-Hydroxy-prolin; Oxopro = L-y-Oxo-prolin; Sar = Sarkosin; Meval = t-N-Methyl-
valin

14) Um bei quantitativen Aminosiurebestimmungen von Actinomycinen eine Oxydation
des Threonins durch den Chromophor zu verhindern, verwenden wir zur Totalhydrolyse das
durch katalytische Hydrierung gewonnene Dihydroderivat des betr. Actinomycins (vgl.
J. H. MANEGOLD, Dissertat. Univ. Gottingen 1959).

15) Alle bisher untersuchten Actinomycine enthalten zehn Aminosiurebausteine.

16) Womit bewiesen war, daB Actinomycin Xia 1 Mol y-Oxo-prolin enthiilt.

Chemische Berichte Jahrg. 95 70
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Aminosiuregehalt, Absorptionsspektrum (g443 my,: 25300 1 400, in Methanol),
hohe spezif. Drehung ([«]3*: —468 + 10°, ¢ = 0.2, in Aceton), Farbreaktionen,
chromatographisches Verhalten und antibiotische Wirksamkeit charakterisieren
unser Reduktionsprodukt als neues Actinomycin.

Actinomycin X, hat im System Dibutyldther/10-proz. wéBr., mit m-Kresotinsdure
gesittigtes Natrium-m-kresotinat einen etwas kleineren Ry-Wert als Actinomycin X3
(VIIa oder VIIb). Danach konnte man erwarten, daB das Aluminiumisopropylat-
Reduktionsprodukt des Actinomycins X, einen kleineren Rr-Wert haben wiirde als
Actinomycin Xy (Ila oder IIb), das durch Aluminiumisopropylat-Reduktion aus
Actinomycin X, entsteht. Tatsichlich fanden wir diese Annahme bestiitigt ; im Papier-
chromatogramm wanderte die Zone des Actinomycin X,,-Reduktionsproduktes
etwas langsamer als die des Actinomycins X,g. Wir bezeichnen das Reduktionspro-
dukt des Actinomycins X, daher als Actinomycin Xg,.

Das aus Abschnitt II (Abbild. 1) isolierte Actinomycin le'() kristallisierte in
roten Bipyramiden vom Schmp. 237—238° (Zers.), hatte die spezif. Drehung [«]3?:
—388 + 10° (¢ = 0.2, in Methanol) und stimmte in seinem €443 ,,,-Wert mit dem des
Actinomycins Cj iiberein. Der Aminosidureanalyse nach (Gef. 1.3 Mol Threonin,
1.9 Mol Valin, 1.0 Mol Prolin, 3.0 Mol Sarkosin und 1.8 Mol N-Methyl-valin) ent-
hilt es je zwei Threonin-, Valin- und N-Methyl-valin-Reste, einen Prolin-Rest und drei
Sarkosin-Reste. Nimmt man wie beim Actinomycin X, an, daB Actinomycin X,
den gleichen Chromophor und eine analoge Aminosiuresequenz hat wie die anderen
Actinomycine, so kiime ihm entweder Formel IIla oder IIIb zu, sofern nicht ein Ge-
misch dieser beiden Isomeren vorliegt. Ob das eine oder andere zutrifft, muB noch
geklirt werden.

Ein durch die Ziffer 111 gekennzeichnetes Actinomycin mit der gleichen Aminosiure-
Zusammensetzung wie Actinomycin Xgy, fir das gleichfalls die beiden Formeln Illa und
II1b in Betracht gezogen wurden, hat man aus Sarkosin enthaltenden Kulturldsungen 18
von Streptomyces antibioticus isoliert19). Oxydationsversuchen nach kénnte dieses Actino-
mycin ein Gemisch der beiden Isomeren 1I1a und IIIb sein!9). Es unterscheidet sich von
unserem Actinomycin Xg, durch seine geringere spezif. Drehung; [¢]i: —205° (¢ = 0.22, in
Chloroform); Actinomycin Xgy, fe]lf: —232° + 10° (¢ = 0.22, in Chloroform), stimmt im
£443 my-Wert aber mit ihm iiberein.

Aus den bisherigen Befunden ergibt sich, daB die Actinomycingemische X produ-
zierenden Streptomyces-Stimme die Struktur ihrer Actinomycine nur innerhalb enger
Grenzen abwandeln kdnnen. Diese Abwandlungen kann man als Variationen einer
»Grundstruktur* V auffassen, die durch das Actinomycin C; représentiert wird. Bei
den Actinomycinen X, X5 und X bestehen sie lediglich darin, daB in ein und
derselben Peptidlactongruppe der Grundstruktur V, formal gesehen, L-Prolin durch
L-Hydroxy-prolin bzw. vL-allo-Hydroxy-prolin bzw. L-y-Oxo-prolin ersetzt wird20),

17 Actinomycin Xoy wurde zuerst beschrieben in der Diplomarbeit J. H. MANEGOLD,
Univ. Géttingen 1956.

18) E. KaTZ und W. A. Goss, Biochem. J. 73, 458 {1959].

190 A. W. JoHNsON und A. B. MAUGER, Biochem. J. 73, 535 [1959].

20) Ob diese drei Aminosiuren als solche in die Peptidkette eingebaut werden oder durch
Oxydation eines bereits in die Kette eingebauten L-Prolin-Restes entstehen, bleibt noch offen.
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Dabei ist die Abwandlung Prolin — Oxo-prolin stark bevorzugt gegeniiber der Ab-
wandlung Prolin - Hydroxy-prolin und diese wiederum gegeniiber Prolin — allo-
Hydroxy-prolin. Denn Actinomycin X ist die Hauptkomponente von Actinomycin-
gemischen X, wihrend der Gehalt an Actinomycin Xy unter dem der ,,Stammver-
bindung* Actinomycin C; liegt und Actinomycin Xgs nur in sehr geringer Menge
vorhanden ist (vgl. Ausb. in Tab. 1).

Den fiir Actinomycin X,, und Actinomycin X;, angenommenen Aminosiure-
sequenzen nach (Tab. 1) bestehen zwei weitere Variationen der Grundstruktur V
darin, daB 1) ein Prolin-Rest durch Sarkosin ersetzt wird (Actinomycin X4, IITa oder
IIIb) und 2) neben diesem Ersatz in der anderen Peptidlactongruppe Prolin zu
v-Oxo-prolin abgewandelt ist (Actinomycin X,,, Via oder VIb); beides nur in ge-
ringem Umfang, aber so, daB auch hier y-Oxo-prolin gegeniiber Prolin bevorzugt ist.
Denn unsere Actinomycingemische enthielten mehr Actinomycin X,;, als Actino-
mycin X,,. Nimmt man an, daB bei der Struktur IIla bzw. IIIb die Abwandlung eines
Prolin-Restes zu demdes Hydroxy-prolins bzw. allo-Hydroxy-prolins in §hnlich geringem
Umfang stattfindet wie bei der Struktur V, so diirften Actinomycin Xg, und sein noch
nicht bekanntes Stereoisomeres mit einem allo-Hydroxy-prolin-Rest in unseren Actino-
mycingemischen vom Typ X, wenn iiberhaupt, nur in sehr kleiner Menge zu finden
sein.

Um die im Verdiinnungstest gegen B. subrilis ermittelten, antibiotisch wirtksamen Grenz-
konzentrationen unserer X-Actinomycine einwandfrei miteinander vergleichen zu k®nnen,
haben wir sie auf die gleichzeitig und unter gleichen Bedingungen bestimmte Grenzkonzentra-
tion des Actinomycins C; bezogen und in Tab. 2 in % der Actinomycin C3-Wirksamkeit
(100 X Grenzkonzentration des Actinomycins Cj: Grenzkonzentration des betreffenden X-
Actinomycins) angegeben 21), Da sich die Verdiinnungsstufen des Testes um den Faktor 0.87
unterschieden 22), lieB sich die Grenzkonzentration auf 4-10% genau bestimmen. Als L8sungs-
vermittler fiir die in Wasser schwer ldslichen Actinomycine diente p-Sorbit.

Tab. 2. Abhéngigkeit der antibiotisch wirksamen Grenzkonzentration (B. subtilis) von der
Struktur des Peptidteils

a) Bezeichnung der Actinomycine; b) Aminosiuren R und R’ in den Formeln I— VII; ¢) Wirk-
samkeit = 100 X Grenzkonzentration des Actinomycins Cj: Grenzkonzentration des in
Spalte a angeflihrten Actinomycins

a b c a b c

X2 Pro, Oxopro 150 4 10 Xla Sar, Oxopro 70 410
C Pro, Pro 70 + 10 Xoy Sar, Pro 30 £ 5
Xos Pro, a-Hypro 40 + 5 i

Xog Pro, Hypro 25+ 0.5 Xoa Sar, Hypro 1.5+ 03

Tab. 2 zeigt die Abhédngigkeit der antibiotischen Wirksamkeit von der in Formeln
I—VII angegebenen Variation des Peptidteils. Ersatz eines Prolin-Restes der Grund-
struktur V (Actinomycin Cy) durch y-Oxo-prolin (Actinomycin Xj) erhht die Wirk-

21) Damit werden Fehler ausgeschaltet, die dadurch bedingt sind, daB der zum Test ver-
wendete B. subtilis-Stamm zu verschiedenen Zeiten verschieden empfindlich gegeniiber Actino-
mycinen ist.

22) Bei orientierenden Versuchen wird meistens mit dem Verdinnungsfaktor 0.5 gearbeitet.

"o.
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samkeit auf das Doppelte, Ersatz eines Prolin-Restes durch Sarkosin bzw. allo-Hydroxy-
prolin (Actinomycin X,, bzw. Actinomycin Xg,) erniedrigt sie auf die Hilfte. Ebenso
wie beim Actinomycin C; erh6ht auch beim Actinomycin X,, der Austausch von
Prolin gegen y-Oxo-prolin (Actinomycin X,,) die Wirksamkeit auf etwa das Doppelte.
Erheblich sind die Unterschiede demnach nicht, sie liegen in den gleichen Grenzen
wie die der Actinomycine E|, E3, Fy, F}, F3, F3, F4 und F523), Umso bemerkenswerter
ist die viel geringere Wirksamkeit der Actinomycine X, und X,,. Sie zeigt, da8 von
allen bisher bekannten Strukturvariationen des Peptidteils die Abwandlung Prolin —
Hydroxy-prolin die antibiotische Wirksamkeit am stirksten verringert, und sie 1i8t
ferner erkennen, daB ein Unterschied in der Konfiguration eines C-Atoms (Actino-
mycin Xos —Actinomycin Xo) einen groBeren Einflul auf die antibiotisch wirksame
Grenzkonzentration hat als irgend eine andere strukturelle Abwandlung des Peptid-
teils.

Den FARBENFABRIKEN BaveEr, Werk Elberfeld, und der DEUTSCHEN FORSCHUNGSGEMEIN~
SCHAFT danken wir fiir die Unterstiitzung unserer Arbeit.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Actinomycin Cy aus Actinomycingemisch C: 15 g Actinomycingemisch C aus einer Submers-
kultur des Stammes Bop 476 wurde im System Butanol-Dibutylither (2:3)/10-proz. wiBr.
Natrium-m-kresotinat (mit m-Kresotinsdure gesittigt) an einer Cellulosepulver-Siule
(5X 120 cm) in drei Zonen aufgetrennt. Das Methanoleluat der obersten Zone verdampfte
man i. Vak., nahm den Riickstand in Benzol auf, schiittelte die Benzolldsung mit wiaBr, Natri-
umhydrogencarbonat, um m-Kresotinsidure und ihr Natriumsalz zu entfernen, und verdampfte
zur Trockene. 200 mg des Riickstandes adsorbierte man aus Benzol an einer Sdule (1.5X 12 cm)
aus Aluminiumoxyd Il und wusch die Hauptzone mit Athylacetat ins Filtrat. Das nach Ver-
dampfen des Athylacetates hinterbleibende Actinomycin C, kristallisierte aus Chloroform/
Ligroin in gelbroten Nadeln.

Actinomycin Cy aus Actinomycingemisch I: Eine Lésung von 1 g Actinomycingemisch 1
(aus einer Submerskultur des Stammes Bop 509, Farbenfabriken Bayer, Werk Elberfeld) in
100 ccm Benzol gab man auf eine Siule (2X 21 cm) aus Aluminiumoxyd II und wusch die
rote Hauptzone mit Athylacetat ins Filtrat. Das beim Verdampfen des Athylacetates hinter-
bleibende Actinomycin C; (830 mg) kristallisierte in gelbroten Nadeln.

Actinomycin C; aus Actinomycingemisch X: Ein aus Oberflichenkulturen der Stimme
Wind 731 und Arg 2028 (je 250 /) gewonnenes rohes Actinomycingemisch X24) wurde an
acht Cellulosepulver-Saulen (4.5 70 cm, Butylacetat/10-proz. wiBr. Natrium-m-kresotinat,
mit m-Kresotinsdure gesittigt) chromatographiert. Die iiber der Hauptzone liegende, Actino-
mycin C; und Actinomycin Xgs enthaltende Zone 25) wurde herausgeschnitten und mit Aceton
eluiert. Der Verdampfungsriickstand des Eluates wurde, wie oben beschrieben, von m-Kre-
sotinsdure und ihrem Natriumsalz befreit und aus 200 ccm Benzol an einer Siule (2.5 X 74 cm)
aus Aluminiumoxyd 1I adsorbiert. Beim Nachwaschen mit Athylacetat wanderte das Actino-
mycin C) ins Filtrat und wurde nach Verdampfen des L8sungsmittels aus Chloroform/
Ligroin umkristallisiert.

23) G. ScHMIDT-KASTNER, Medizin u. Chemie (Abhandlungen aus den medizinisch-che-
mischen Forschungsstitten der Farbenfabriken Bayer AG) V, 463 [1956).

24) Verdampfungsriickstand des Butylacetatextraktes aus Kulturlésung; vgl. H. BRock-
MANN und J. H. MANEGOLD, Chem. Ber. 93, 2978 [1960].

25) Fraktion X; der Abbild. 1.
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Die S#ule blieb hellgelb, ohne eine weitere Zone erkennen zu lassen, und wurde erst beim
Nachwaschen mit Methanol entfirbt. Das Eluat enthielt laut Papierchromatogramm neben
Actinomycin C; das Actinomycin Xos und diente (unter der Bezeichnung ME) als Ausgangs-
material fir die unten beschriebene Isolierung von Actinomycin Xgg.

Vergleich verschiedener Actinomycin C;-Priparate *)

Herkunft A‘;g?n(:sngcg ” A;tinmczsnglclin- A;:;::;)s::nhyc):én-
ﬁm}) (cfgfs 244 —245° 245—246° 245-246°
[:]E (i)r.szethanol —331 4 5° —329 4 5° —333 1+ 5°
icn=A oz —288 @ 5° —293 1 5° —298 + 5°
€443 mp’ 25100 + 400 24800 + 400 25100 + 400

in Methanol
Hemmung von B. subtilis

Act. C3 = 100% 61% 66% 66%
75% 75%

Ce2HgsN12016 (1255.4)

Ber. C 59.31 Gef. 59.37 59.06 59.16
H 691 7.20 7.14 6.90
N 13.39 13.40 13.25 13.25

Ber. Mol Gef. **) Mol Mol Mol

Thr 2.0 1.3 1.3 1.3

Val 2.0 1.8 1.9 2.0

Pro 2.0 2.0 2.0 2.1

Sar 2.0 2.1 2.1 2.1

Meval 2.0 1.8 1.9 1.9

* Die kristallisierten Actinomycine wurden i. Hochvak. 14 Stdn. bei 115° getrocknet.
**) Nach katalyt. Hydrierung 48 Stdn. mit 62 HCI bei 110° hydrolysiert.

Actinomycin Xg5: Der Verdampfungsrilckstand von Eluat ME (vgl. Actinomycin C; aus
Actinomycingemisch X) wurde aus Benzol an einer Sdule (1.5 X 75 cm) aus Aluminiumoxyd IL
adsorbiert. Beim Nachwaschen mit Athylacetat bildeten sich zwei gelbe Zonen, von denen die
schneller wandernde Actinomycin C; enthielt und ins Filtrat gewaschen wurde. Das Methanol-
eluat der an der S4ule verbleibenden, herausgeschnittenen Zone verdampfte man und trennte
den Riickstand ringchromatographisch auf 7 Bogen (Butanol-Dibutylither-Dipropyldther
(2:1:7)/7-proz. wiBr. Natrium-m-kresotinat, mit m-Kresotinsdure gesittigt). Die Hauptzone
wurde herausgeschnitten, mit 50-proz. Methanol eluiert und m-Kresotinsdure sowie ihr
Natriumsalz entfernt. Das beim Verdampfen hinterbliebene Actinomycin Xog wurde zweimal
aus Chloroform/Ligroin kristallisiert und 14 Stdn. i. Hochvak. bei 115° getrocknet. Ausb.
16 mg. Schmp. 245—246° (Zers., Berl-Block). €443 mu: 23400 =+ 400 (Methanol).

Wachstumshemmung von B. subtilis bis zur Verdlinnung 1:2x 106. Der gleiche Stamm
wurde durch Actinomycin C3 bis zur Verdiinnung 1:5 105 gehemmt.

Cs2HgsN12017 (1271.5)
Ber. Mol Thr 2.0 Val 2.0 Pro 1.0 allo-Hypro 1.0 Sar2.0 Meval 2.0
Gef.*) Mol Thr 1.2 Val 1.8 Pro 1.0 allo-Hypro 0.9 Sar 1.8 Meval 1.8
* Nach katalyt. Hydrierung 48 Stdn. mit 62 HCI bei 110° hydrolysiert.
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Actinomycin X1y: 91 g rohes Actinomycingemisch X24 wurde in Anteilen von 5g im
System Butylacetat/10-proz. wifr. Natrium-m-kresotinat (mit m-Kresotinsiiure gesdttigt) an
Cellulosepulver-Siiulen (4.5X70 cm) chromatographiert. Die Zonen Xp, X; und X; (vgl
Abbild. 1) wurden herausgeschnitten und ihre Inhaltsstoffe wie oben beschrichben (Actino-
mycin C; aus Actinomycingemisch C) isoliert. Ausb. 0.9 g Actinomycin Xgg, 4.0 g Actino-
mycin C; und 24.9 g Actinomycin X.

Den zwischen den Zonen X und X liegenden Teil der Siule (im folgenden ,,Abschnitt [i*
genannt) sowie den zwischen den Zonen X; und X; liegenden ,,Abschnitt III* eluierte man mit
Aceton und befreite die Verdampfungsriickstinde, wie oben beschrieben, von m-Kresotinsdure
und ihrem Natriumsalz.

Der Inhaltsstoff aus ,,Abschnitt IT1* (1.2 g) wurde an einer Cellulosepulver-Siule (4 X 67 cm;
Butylacetat-Dibutyldther (3:1)/10-proz. wiBr. Natrium-m-kresotinat, mit m-Kresotinsiure
gesittigt) chromatographiert. Dabei trennte sich das nur in geringer Menge vorhandene
Actinomycin X, als am schnellsten laufende Zone gut ab, wihrend die dariiberliegenden
Zonen von Actinomycin X1, und C; nicht deutlich voneinander zu trennen waren. Man schnitt
daher die Actinomycin X{,-Zone zusammen mit dem unteren Teil der Actinomycin C;-Zone
heraus, eluierte mit Aceton, entfernte m-Kresotinsiure sowie ihr Natriumsalz und adsorbierte
aus Benzol an einer Siule (1.5 X 73 ¢cm) aus Aluminiumoxyd II. Beim Nachwaschen mit Athyl-
acetat bildeten sich zwei Zonen, von denen die eine (Actinomycin C; enthaltend) schnell ins
Filtrat wanderte. Die andere, im oberen Drittel der S&ule verbliebene Zone wurde herausge-
schnitten, mit Aceton eluiert und ihr Inhaltsstoff nochmals aus Benzol an Aluminiumoxyd II
adsorbiert. Als mit Athylacetat nachgewaschen wurde, gingen letzte Anteile von Actinomycin
C, ins Filtrat, wiahrend Actiromycin X\, als breite Zone im oberen Teil der Sdule hiingen blieb.
Es wurde mit Aceton eluiert und kristallisierte aus Benzol in roten Prismen. Nach nochmali-
gem Umkristallisieren aus Benzol wurde 14 Stdn. i. Hochvak. bei 115° getrocknet. Ausb.
310 mg. Schmp. 246—247° (Zers., Berl-Block). €443 m,: 24900 + 400 (Methanol). Gegen
B. subtilis bis zur Verdiinnung 1:4.2x 106 wachstumshemmend. Gegen den gleichen Stamm
war Actinomycin Cj3 bis zur Verdilnnung 1:5.6 x 106 wirksam.

Abhingigkeit der spezif. Drehung (Nap-Licht) von Temperatur und Konzentration

22.0° 18.0° 14.0°
c Methanol Aceton Methanol Aceton Methanol Aceton
0.10 —418 +15° —452 4 15° —486 +15°
0.05 —403 +15° —340415° —450 4 15° —483 + 15°

0.025 —309 4+25° —200+25°

CsoH3g2N12017 (1243.4) Ber. C57.96 H 6.65 N 13.52 Gef. C57.85 H7.10 N 13.45
Ber. Mol Thr 2.0 Val 2.0 Oxopro 1.0 Sar 3.0 Meval 2.0
Gef.*) Mol Thr 1.4 Val 1.9 Oxopro 1.0**) Sar3.1 Meval 1.9

* Nach katalyt, Hydrierung 48 Stdn, mit 6 a1 HCI bei 110° hydrolysiert.
*¢) Ermittelt aus dem Hydroxy-prolin-Gebalt des Actinomycins Xoe .

Nachweis von y-Oxo-prolin im Actinomycin X14. a) im Ringchromatogramm: 40 mg Ac-
tinomycin X;, und 500 mg Quecksilber wurden in 3 ccm 57-proz. Jodwasserstoffsdure
4 Stdn. auf dem Dampfbad unter Stickstoff erhitzt. Die Jodwasserstoffsiure verdampfte man
i. Vak., nahm den Rilckstand in 1.8 ccm Wasser auf,, filtrierte, wusch mit 0.2 ccm Wasser nach
und schiittelte das Filtrat 14 Stdn. mit 1 g frisch gefiilltem Silberchlorid. Der abfiltrierte
Niederschlag wurde mit 1 ccm Wasser gewaschen. 30 cmm des mit dem Waschwasser ver-
einigten Filtrats wurden zusammen mit 30 cmm Vergleichslosung (enthaltend 2.7 mg v-Oxo-
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prolin-hydrochlorid 26! in 2 ccm Wasser) auf den Startkreis eines Ringchromatogramms auf-
getragen. Nach 8stdg. Laufzeit im System Butanol/Eisessig/Wasser (4:1:7) besprilhte man
das an der Luft getrocknete Papier mit einem frisch bereiteten Gemisch aus 2-proz. wifBr.
Triphenyl-tetrazoliumchlorid und » NaOH (1:1) und erwdirmte 5 Min. in einer mit Wasser-
dampf gesittigten Atmosphére auf 40°, Die dabei entstehende intensiv rote Zone des Hydro-
lysates hatte den gleichen Re-Wert wie die rote Zone des y-Oxo-prolins der Vergleichsldsung.

b) im Hochspannungs-Pherogramm: 20 cmm des Actinomycin X;,-Hydrolysates und 20 cmm
Vergleichslosung wurden auf zwei nebeneinander liegende, 3 cm lange Abschnitte der Start-
linie eines Papierbogens (MACHEREY & NAGEL, Nr. 214, befeuchtet mit 2m Essigsiure-
Ameisensiure-Puffer pH 1.9) aufgetragen. Nach 3stdg. Elektrophorese bei 2000 Volt/40 cm
und 45—55 mAmp. trocknete man das Papier 5 Min. im Trockenschrank bei 120°, bespriihte
es zweimal mit 1.5n Natriummethylat und trocknete anschlieBend bei Raumtemperatur im
Luftstrom. Das so vorbehandelte Papier entwickelte man mit Triphenyl-tetrazoliumchlorid
in gleicher Weise wie das Ringchromatogramm. Die in 14 cm Abstand von der Startlinie
gefundene rote Zone des Hydrolysates hatte die gleiche Lage wie die rote Zone des y-Oxo-
prolins der Vergleichsldsung.

Actinomycin Xg,: Eine Mischung von 90 mg krist. Actinomycin X;,, 1.5 g Aluminium-
isopropylat, 10 ccm Benzol und 15 ccm wasserfreiem Isopropylalkohol hielt man 24 Stdn.
unter Ausschiufi von Luftfeuchtigkeit am Sieden und gab zu der erkalteten, tiefgriinen Ldsung
nacheinander 100 ccm Chloroform und 12 ccm 2n H,SO4 (Farbumschlag nach Rot). Nach
Abtrennung der Chloroform-Schicht schiittelte man die wifir, Phase mit Chloroform und
verdampfte die vereinigten Chloroformausziige zur Trockene. Der Riickstand gab im Ring-
chromatogramm (Butylacetat-Dibutyliither (3:1)/7.5-proz. wifir. Natrium-m-kresotinat, mit
m-Kresotinsidure gesittigt) eine sehr schwache Zone mit dem Re-Wert des Actinomycins Xg.,
und eine Hauptzone mit kleinerem Ry-Wert als Actinomycin Xgg. Eine Zone vom Ry-Wert
des Actinomycins X;, war nicht zu erkennen.

Die Benzollsung des Riickstandes wurde durch eine Sidule (1.5X 8 cm) aus Aluminjum-
oxyd IV filtriert. Beim Nachwaschen mit Aceton wanderte eine breite, rote Zone in die Vor-
lage, wihrend eine schmale, gelbe Zone am oberen Rand der Siule zuriickblieb. Das nach
dem Verdampfen des Acetoneluates hinterbliebene Actinomycin Xy, kristallisierte aus Metha-
nol in dinnen, gelbroten Blidttchen, die aus dem gleichen L3sungsmittel umkristallisiert und
14 Stdn. bei 115° i. Hochvak. getrocknet wurden. Ausb. 73 mg. Schmp. 251—252° (Zers.,
Berl-Block). [o}?: —468 +10° (¢ = 0.2, in Aceton). €443 my: 25300 & 400 (Methanol).
Wachstumshemmend gegen B. subtilis bis zur Verdiinnung 1:105. Gegen den gleichen Stamm
war Actinomycin Cj bis zur Verdiinnung 1:6.4 X 106 wirksam.

CeoHggN 207 (1245.4) Ber. C57.86 H6.80 N 13.50 Gef. C57.90 H7.14 N 13.43
Ber. Mol Thr 2.0 Val 2.0 Hypro 1.0 Sar 3.0 Meval 2.0
Gef.*) Mo! Thr 1.3 Val 1.9 Hypro 1.0 Sar 2.7 Meval 2.1

* Nach katalyt. Hydrierung 48 Stdn. mit 6» HCI bei 110° hydrolysiert.

Acetat des Actinomycins Xoq: 40 mg Actinomycin Xgy 16ste man in 3 ccm Acetanhydrid/Pyri-
din (2:1) und hielt das Gemisch 20 Stdn. bei Raumtemperatur. Acetanhydrid und Pyridin
wurden i. Vak. bei 40° Badtemperatur abgedampft, der Riickstand in Benzol aufgenommen
und an einer Sdule (1 X7 cm) aus Aluminiumoxyd IV adsorbiert. Beim Nachwaschen mit
Athylacetat wanderte eine breite, rote Zone in die Vorlage. Das beim Verdampfen des Athyl-
acetat-Eluates hinterblicbene Acetat des Actinomycins X, kristallisierte aus Methanol in
diinnen, gelbroten Blittchen, dic aus dem gleichen Lésungsmittel umkristallisiert und 15 Stdn.
bei 115° i. Hochvak. getrocknet wurden. Ausb. 25 mg. Schmp. 244 —245° (Zers., Berl-Block).

26) R. KunN und G. OsswALD, Chem. Ber. 89, 1423 [1956).
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[a]#: —430 + 10° (c = 0.2, in Aceton). €443 my: 25300 + 400 (Methanol). Wachstumshem-
mend gegen B. subtilis bis zur Verdiinnung 1:8X 104. Gegen den gleichen Stamm war Actino-
mycin Cy bis zur Verdiinnung 1:5.9 X 106 wirksam.

Ce2HgsN 12015 (1287.4) Ber. C 57.84 H 6.73 N 13.06 1 CH3CO 3.3
Gef. C57.59 H7.10 N13.22 CH3CO3.1%

* 2 Stdn. mit siedender n NaOH (509, Methanol enthaltend) unter Stickstoff' verseift. 2%, Blindwert des nicht
acetylierten Actinomycins Xog abgezogen.

Actinomycin Xy,: Der Inhaltsstoff von ,,Abschnitt I1* (vgl. Actinomycin X;,) wurde an
einer Cellulosepulver-Siule (3X 10 cm; Butylacetat/10-proz. wiBr. Natrium-m-kresotinat,
mit m-Kresotinsiure gesdttigt) chromatographiert, wobei zwei Zonen entstanden. Die obere
enthielt Actinomycin Xga; aus der unteren wurden 245 mg Actinomycin Xy, isoliert, das
sich aus Chloroform/Ligroin in roten, rhombischen Bipyramiden abschied und aus
dem gleichen L8sungsmittel umkristallisiert wurde. Nach 14stdg. Trocknen i. Hochvak. bei
115° Ausb. 205 mg. Schmp. 237—239° (Zers., Berl-Block). [«)3: —388 + 10° (¢ = 0.2, in
Methanol); —313 & 10° (¢ = 0.2, in Aceton). €443 my,: 25000 + 400 (Methanol). Wachs-
tumshemmung von B. subtilis bis zur Verdiinnung 1:2.1 X 106; gegen den gleichen Stamm war
Actinomycin Cj bis zur Verdiinnung 1:6.4 X 106 wirksam.

CeoHggN 12016 (1229.4) Ber. C58.62 H6.89 N 13.67 Gef. C58.66 H 7.10 N 13.42
Ber. Mol Thr 2.0 Val2.0 Pro 1.0 Sar 3.0 Meval 2.0
Gef.*) Mol Thr 1.3 Val 1.9 Pro 1.0 Sar 3.0 Meval 1.8

* Nach katalyt. Hydrierung 48 Stdn. mit 62 HCl bei 110° hydrolysiert.

Bestimmung der antibiotisch wirksamen Grenzkonzentration2

a) Testlosung: Eine zwischen 2.0 und 3.0 mg liegende, auf 4+ 0.1 mg eingewogene Menge
Actinomycin nimmt man in 0.1 ccm Aceton auf und verriihrt die Loésung mit 2 g p-Sorbit
(reinst, MERCK), bis der Farbumschlag von Gelb nach Orange das vollstindige Verdampfen
des Acetons anzeigt. Den gleichmidBig mit Actinomycin iiberzogenen, nochmals griindlich
verriebenen Sorbit 18st man in 250 ccm Wasser und filtriert unter sterilen Bedingungen durch
ein Membranfilter Nr. 3.

b) Kolmer-Bouillon: Man kocht 10 g Liebig-Fleischextrakt 30 Min. mit 1/ Wasser, gibt
10 g Pepton S ,,Brunnengriber* hinzu, kocht weitere 30 Min. und filtriert hei8 durch ein
Faltenfilter. Das auf 1 / aufgefiillte Filtrat wird mit etwa 10 ccm 22 NaOH auf pH 7.2 (Mercks
Indikatorpapier) eingestellt, aufgekocht, wiederum heiB filtriert und nach Erkalten mit 2.5 g
Glucose und 5 g NaCl versetzt.

c) Verdiinnungsreihe mit Faktor 0.5: 15 Reagenzgliser (Kapsenberg-Kappe) mit je 2 ccm
Kolmer-Bouillon werden im Autoklaven kurz auf 120° erhitzt. Nach Erkalten gibt man 2 ccm
Testlésung in das erste Reagenzglas, vermischt gut, saugt die Mischung in die Pipette, 148t
wieder auslaufen und ilbertrigt mit der so durchgespillten Pipette 2 ccm der Mischung aus
dem ersten in das zweite R8hrchen. In gleicher Weise verdiinnt man 2 ccm aus R8hrchen 2
mit dem Inhalt des RShrchens 3, 2 ccm aus Roéhrchen 3 mit dem Inhalt von Réhrchen 4
u. s. f. Nachdem schlieBlich 2 ccm aus Rdhrchen 14 mit dem Inhalt von Réhrchen 15 vermischt
worden sind, werden dieser Mischung 2 ccm entnommen und verworfen. Die Rshrchen 1—15
erhalten dann je 2 Tropfen einer B. subtilis-Vorkultur und werden 18 Stdn. bei 37° gehalten.
Als antibiotisch wirksame Grenzkonzentration gilt die Actinomycinkonzentration der letzten
nicht bewachsenen Losung.

d) Verdiinnungsreihe mit Faktor 0.87 + 0.02: Eine zwischen 1.0 und 2.5 mg liegende, auf
+ 0.01 mg eingewogene Menge Actinomycin wird, wie oben beschrieben, auf 1.0—2.0g

27) Bearbeitet von E. vON TROTHA.
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Sorbit aufgezogen und in soviel Wasser gelost, daB die Actinomycin-Konzentration 8.5 mal
grofer ist als die in der Faktor 0.5-Verdiinnungsreihe gefundene, antibiotisch wirksame Grenz-
konzentration. Diese L8sung stellt man durch nachtrigliche Sorbit-Zugabe auf 4% Sorbit-
Gehalt ein, filtriert dann 25 ccm durch einen Membranfilter Nr. 3 in einen sterilen Me8kolben,
fuillt mit steriler Kolmer-Bouillon auf 100 ccm auf und erhilt so die in dem folgenden Schema
mit TL bezeichnete Testlosung.

Arbeitsvorschrift fiir die Verdiinnungsreihe mit Faktor 0.87 1+ 0.02
TL: Testlésung
Zahlen in (): ccm Bouillon pro Réhrchen
Zahlen an den Pfeilen: ccm itbertragene Losung
Ri..... R 15: Nummer der R8hrchen in der Reihenfolge abnehmender Actinomycin-Kon-
zentration.
Actinomycin-Konzentration der verd. Losung

Zahlen unter den Rohrchen-Nummern: Actinomycin-Konzentration der Testldsung (TL)

4
2 4 4 4 4
— @0 () @ 5% o0 % o 5% o -
R O3 R3 Ré6 R9 R12 R15
6.7 0.77 0.51 0.34 0.23 0.15
4
2 4 4 4 4
- @ > () @ > @ = 0 > @ —
R 02 R2 RS RS R11 R 14
14 0.88 0.58 0.39 0.26 0.17
44;
o 2 () @ 5> 0 3> o0 5> o &
R1 R4 R7 R 10 R 13
1.00 0.67 0.44 0.30 0.20

Die Réhrchen 4—15 erhalten je 2.0 ccm Bouillon (1 g Liebig-Fleischextrakt, 1 g Pepton,
0.5 g NaCl, 0.25 g Glucose, 1.33 g Sorbit, 133 ccm dest. Wasser) und werden, ebeuso wie die
leeren Rohrchen 1 —3 (mit Kapsenberg-Kappen verschlossen) durch kurzes Erhitzen auf 120°
im Autoklaven sterilisiert. Die mit Schliffstopfen verschlossenen und im Trockenschrank
(140°, 2 Stdn.) sterilisierten Réhrchen 02 und 03 erhalten je 2.0 ccm sterile Bouillon der glei-
chen Zusammensetzung. Dann pipettiert man in die Rohrchen 02 und 03 14.0 bzw. 6.7 ccm
Testlésung (TL) und sorgt fiir eine gute Durchmischung mit der Bouillon. Von der Testlésung
(TL) sowie aus den Rohrchen 02 und 03 gibt man je 2.0 ccm in die Réhrchen 1—3 und je
4.0 ccm in die Réhrchen 4—6. Nach vorsichtigem Schiitteln werden den Rohrchen 4—6
. je 4.0 ccm entnommen und auf die Réhrchen 7—9 itbertragen. Die gleichen Schritte werden
wiederholt, bis schlieBlich den Réhrchen 13—15 je 4.0 ccm entnommen und verworfen werden.
Die Actinomycin-Konzentrationen der so verdiinnten Lasungen, bezogen auf die Actinomy-
cin-Konzentration der Testlosung = 1.00, sind in dem Schema unter der entsprechenden
Rohrchen-Nummer eingetragen. Man beimpft und bebriitet die Rohrchen in gleicher Weise
wie bei der Faktor 0.5-Verdilnnungsreihe.





