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Grunde ist es gerechtfertigt, mit Hilfe der scheinbaren Dissoziations- 
konstanten in der ublichen Weise Rucksehlusse auf Konstitution und 
Konstellation von Diearbonsaurcn zu ziehen, wie in einer spiiteren 
Arbeit dieser Reihe am Beispiel substituierter Glutarsauren gezeigt 
werden soll. 

SUMMARY. 
It is shown that the determination of apparent pK-values of ali- 

phatic dicarboxylic acids in the nonaqueous solvent systems methyl- 
cellosolve/water and dimethylformamide/water by a previously de- 
scribed micromethod yields thermodynamically undefined values, 
which however show the same relativc trend as thermodynamical 
pK-values measured in water. They are therefore liable to be cor- 
related with the structure of acids by the usual semiquantitative rules. 

Organisch-chemisches Laboratorium 
der Eidg. Technischen Hochschule, Zurich. 

32. Stoffwechselprodukte yon Actinomyceten. 

Die Foromacidine A, B, C und D 
1. Mitteilungl). 

von R. Corbaz, L. Ettlinger, E. Gaumann, W. ICeller-Schierlein, F. ICradolfer, 
E. Kyburz, L. Neipp, V. Prelog, A. Wettstein und H. Zahner. 

(17. XII. 55.) 

Aus zwei Bodenproben, von welchen die eine im Forum Roma- 
num, Rom, und die andcre im AIalcantone, Kanton Tessin, Schweiz, 
gesammelt wurde, haben wir zwei Streptom yces-Stamme isoliert, die 
beide mehrere lipophile und hydrophile Antibiotica produeierten. I n  
der vorliegenden Mitteilung beschreiben wir vier mit Athylacetat ex- 
trahierbare Basen, die wir Foromacidine"A,  B,  C und D benannt 
haben. Diese sind fur die antibiotischc Aktivitat der lipophilen h n -  
teile verantwortlich und sind besonders gegenuber Gram-positiven 
Bakterien wirksam. Die hydrophilen Anteile, die nach der Extraktion 
mit Athylacetat im Kulturfiltrat zuruckbleiben und hauptsachlich 
gegenuber Gram-negativen Bakterien wirksani sind, wurden von uns 
nicht weiter untersucht. 

Die papierchromatographische Untersuchung des durch Extrak- 
tion mit Athylacetat erhaltenen Bascn-Gemisches zeigte xuerst, dass 
im wesentlichen drei antibiotiseh wirksame Verbindungen vorliegen. 
Bei der praparativen Trennung durch Verteilung zwischen Chloroform 
und wasserigen Puffer-Losungen gclang es, neben diesen drei Haupt- 

3. Mitt., Helv. 38, 1445 (1955). 
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antibiotics - den Foromacidinen A, B und C - in kleiner Menge noch 
ein viertes Antibioticum - das Foromacidin D - abzutrennen. 

Die durch Verteilung isolierten Foromacidine konnten durch Um- 
liisen aus Ather-Petrolather als farblose, mikrokristalline Pulver er- 
halten werden, die sich sowohl in ihren physikalischen und chemi- 
schen als auch in den biologischen Eigenschaften sehr wenig unter- 
scheiden. Die wichtigsten physikalischen Eigenschaften sind in Tab. 1 
zusammengestellt. Aus dieser lasst sich entnehrnen, dass die vier 
Foromacidine das gleiche Chromophor im UV. enthalten. Die Lage 
m i d  die Hohe des Absorptionsmaximums im UV. spricht f i i r  die An- 
wesenheit eines konjugierten Dien-Systems 2 ) .  Von anderen Chromo- 
phoren kame unter Umstanden noch cine a,/?-unges&ttigte Carbonyl- 
Gruppe in Frage. Die 1R.-Absorptionsspektren der Foromacidine (vgl. 
Fig. 1) sind sehr iihnlich und unterscheiden sich wenig, aber deutlich 
ini Fingerprint- Gebiet. Bei allen vier Verbindungen findet man eine 
brcite Bande im 3p-Gebiet, die auf Hydroxy-Gruppen, und eine starke 
Rande im 6p-Gebiet, die auf ein oder mehrere Ester- oder Lacton- 
Carbonyle hinweist. 

Tabellc 1. 

A I 134-138’ - 81O (MeOH) 231 (4,45) 3500; 1725 
B 130-132’ - 83’ (A.) 231 (4,43) 3500; 1733; 1245 
C 124-128’ - 79’ (A.) 231 (4,45) 3500; 1733; 1190 2 D 231 (4,44) 3500; 1725; 1245 

4Ha); 6Hb) 
4-5 4Ha); 6H”) 

C 1 4 2 6  4-5 4H”); 6H”) 
D I 4 4Ha) 

6,s (458) 
6,s (467) 
6,s (478) 
6,8 (452) 

a) Palladium-Calciumcarbonat-Katalysator in Feinsprit. 
b ) Platinoxyd-Katalysator in Eisessig. 

*) Vgl. R. B. Woodward, J. Amer. chem. SOC. 64, 72 (1942). 
3, Vgl. Helv. 37, 1872 (1954); 38, 508 (1955). 

I 
20 

Ebenso wie die physikalischen Eigenschaften sprechen auch die 
aiialytischen Daten f i i r  eine nahe Verwandtschaft der vier Foromaci- 
dine. Die durch elektrometrische Mikrotitration in 80-proz. Methyl- 
cellosolve3) ermittelten Aquivalentgewichte liegen zwischen 452 und 
4 78. Auf Grund der Methoxyl-Bestimmungen nach Zeisel muss man 
diese Zahlen vcrdoppeln, um zu minimalen Molekulargewichten zu ge- 
langen, die demnach zwischen 904 und 956 f 45 betragen diirften. 
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hydrierbare Doppelbindungen bcsitzen. Durch Hydrierung mit Platin- 
oxyd-Katalysator in Eisessig lasst sich das Vorliegen einer zusatz- 
lichen hydrierbaren Gruppierung nachweisen. Es ist weiter eine gros- 
sere Anzahl von C-Methyl- Gruppen nach Kuhvz-Roth anwesend, die 
auf eine Verwandtschaft der Boromacidine mit der grossen Gruppe der 
Antibiotica, welcher z. B. Angolam ycin, Carbomycine, Erythromycine, 
Methymycin, Narbomycin, Pihromycin u. a. m. angehoren, hinweist. 

Sehr wichtige Auskunfte uber die Konstitution der Foromacidine 
a, H und C ergab die mi lde  sau re  Hydro lyse .  Es vurde dabei aus 
allen drei Antibiotica eine neutralc kristalline Verbindung C,Rl40, vom 
Smp. 126,5 -127,5O erhalten, die mit der ails Carbomycin erhaltenen 
Mycarose4)  identisch ist. Dies folgt aus den Eigenschaften der iso- 
lierten Verbindung und konnte durch den Vergleich mit einem authen- 
tischen Vergleichspriiparat bestatigt werden. Neben der Mycarose 
wurden bei der milden sauren Hydrolyse dcr Foromacidine A, B und C 
grossere Spaltstucke isoliert, die wir im folgenden Boroc id ine  A, 
B und C nennen wollen. Die Forocidine lassen sich leieht papier- 
chromatogrephisch sowohl von den entsprechenden Foromacidinen 
als auch untereinander unterscheiden. Bisher ist es gelungen, die 
Porocidine B und C kristallin zu erhalten, und deshalb wurden nur 
diese zwei eingehender untersucht. Ihre physikalischen Eigenschaften 
und die analytisch ermittelten funktionellen Gruppen sind in den 
Tab. 3 und 4 zusammengestellt. Man kann daraus ersehen, dass sich 

Tabelle 3. 

IR. vmax 
cm-l Forocidin 1 Sy. 1 ["ID 1 UV'amax I 

mP (log4 

E 227-231O - 6O (A.) 232 (4,41) 3400; 1735; 1245 
C 1 217,5O 1 - 7 O  (A.) 1 232 (4,41) 1 3400; 1735; 1195 

Forocidin 1 OCH, 1 IVCH, 

Tabello 4. 

CCH, akt. H Hpdrierung pK;Icb 
(Aqu. - Crew.) 

I a)  Palladium-Calciumcarbonat-Katalysator in Feinsprit. I 
das Chromophor im UV. bei der Hydrolyse nicht wesentlich geanderl; 
hat, und auch die Banden im 3p-  und 6p-Gebiet des IR,.-Absorp- 
tionsspektrums (vgl. Fig. 2 )  blieben unverandert. Die Forocidine B 
und C enthalten weiter 1 Methoxy-Gruppe und die beiden mit Palla- 

*) P. P. Regna, F .  A.  Hochstein, 23. L. Wagner Jr. & R. B. Woodward, J .  Amer. 
chem. Soc. 75, 4625 (1953). 



308 HELVETICA CHIMICA ACTA. 

tlium-Calciunicarbonat -Katalysator in Peinsprit hydrierbaren Doppel- 
bindungen, wie die Foromacidine. I m  Gegensatz zu den Foromacidinen 
liegt darin nur ein basischer Stickstoff in Form einer Dimethylamino- 
Gruppe vor. Man kann daraus und aus den Anderungcn im Aquivalent- 
gcwieht schliesscn, dass bei der Entstehung der Forocidine neben My- 
carose noch ein Mol eines Dime thy laminozucke r s  abgespalten 
wurde. Dieser konnte zwar im Hydrolysat papierchromatographisch 
nachgewiesen werden, wurde jedoch bisher nicht jsoliert. Es handelt 
Rich nach papierchromatographischen Eigenschaftcn um eine mit De- 
sosaniin aus Erythromycin5), Pikromycin6), Narbomycin7), Methy- 
mycin8) oder Mycaminosc aus Carbomycin9) verwandte, aber nicht 
identische Verbindung. 

V 

3 < 5  6 7 8 9  
roo  

0 , I  I 1  I ,  I , , , ,  

Xm 3OW 2303 ?wO ROO IBW %'On 40 l3W 1400 IIW IZW ,100 IWD 9w WO m, 

Fig. 2. 
In,-Absorptionsspektren in KBr: Forocidine B und C. 

Man wird wahrscheinlich nicht fehlgehcn, wenn man annimmt, 
dass auch die Dimethylamino- Gruppe in den Forocidinen einem 
z w e i  t e n D i m  c t h y 1 amino  - z u e k e r - Rest angehiirt. Die Versuche, 
diesen durch energischere saure Hydrolyse abzuspalten, fuhrten nicht zii 
eiiiem eindeutigen Ergebnis, weil die Forocidine unter den bisher ange- 
wnndten Reaktionsbedingungen nur dunkle, harzige Produkte lieferten. 

5 )  E .  H.Flynn, M .  V.Sigal, P.F.Wiley& K.Gerzon, J. Amer. chem. SOC. 76,3121 (1954). 
6 ,  H .  Brockmann, H .  Konig & R. Oster, Chem. Ber. 87, 856 (1954). 
7 )  B. Corbaz, L. Ettlinger, E.  Gaumann, W .  Keller-Schierlein, F .  Kradolfer, E. K y -  

bro.;, L. Neipp, V .  Prelog, P. Reusser & H .  Zahner, Helv. 38, 935 (1955). 
*) C. Djerassi, A. Bowers, R. Hodges & B. Riniker, J. Amer. chem. SOC. (im Druck). 
g, P.  A. Hochstein & K. Murai, J. Amer. chem. Soc. 76, 5080 (1954); F.  A .  Hoch- 

sfeiit & P. P. Regna, J. Amer. chem. Soc. 77, 3353 (1955). 
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Weitere wertvolle Auskimfte uber die Foromacidine liessen sich 
durch a1 k a l i  s c h e H y d r  ol  y s e erhalten. Neben Dimethylamin, dessen 
Bildung eincn weiteren Hinweis auf die Anwesenheit von /I-Dimethyl- 
amino-zuckern darstellt, konnten aus dem Hydrolysat fluchtige SBu- 
ren erhalten werden, und zwar aus Foromacidin A etwa 0,4 Mol, und 
aus den Foromacidinen B und C etwa 1,3 Mol. Durch papierchromato- 
graphische Untersuchung dieser Sauren wurde gefunden, dass im Falle 
von Foromacidin A Ameisensaure  vorliegt, im Falle von Foromaci- 
din B ein Gemisch von wenig Ameisensaure  mit vie1 Ess igsau rc  
und im Falle von Foromacidin C wenig Ameisensaure  und riel 
P rop ionsaure .  Die Essigsaure aus Foromacidin B und die Propion- 
siiure aus Foromacidin C konnten auch als kristalline p-Phenyl-phen- 
acylester in Substanz isoliert werdenlO). Bei der alkalischen Verseifung 
von Forocidinen B und C konnte ebenfalls etwa 1 Mol mit Wasser- 
dampf fluchtige Sauren erhalten werden, die papierchromatographisch 
als Essigsaure bzw. Propionsaure identifiziert wurde. Wir nehmen an, 
dass es sich bei Foromacidin C und Forocidin C um Propionsiiure- 
ester, bei Foromacidin B und Forocidin B um Essigsaureester han- 
delt, wahrend das entsprechende Hydroxyl in Foromacidin A nieht 
verestert ist. Die in schlechter Ausbeute erfasste Ameisensaure scheint 
nicht durch Verseifung einer Ester-Gruppe, sondern durch tiefer- 
gehende Abbaureaktionen zu entstehen. 

Fiir das Vorliegen einer Acetyl- bzw. einer Propionyl- Gruppe in 
den Foromacidinen B und C sowie in den entsprechenden Foroci- 
dinen sprechen u. a. auch die 1R.-Absorptionsspektren dieser Verbin- 
dungen. In  Foromacidin B und Forocidin B findet man eine fur 
Acetyl-Derivate typische Bande bei 1245 em-l, wahrend sich bei Foro- 
macidjn C und Forocidin C eine fur Propionyl-Derivate typische 
Bande bei 1190 em-l feststellen 18sst105). 

Auf da  s Fehlen eines entsprechenden Saure-Restes im Foromaci- 
din A weist auch die Bestimmung der C-Methyle nach Kuhn-Roth hin, 
bei der eine C-Methyl-Gruppe weniger gefunden wird als bei den 
Foromacidinen B und C. 

Es sei bei dieser Gelegenheit an ein anderes Paar von Antibiotica 
- Thiolutin und Aureothricinll) - erinnert, von welchen das erste ein 
Acetyl- und das zweite ein Propionyl-Derivat desselben Grundkorpers 
darstellt. 

Diskuss ion  de r  Ergebnisse .  
Auf Grund der analytischen Daten lasst sich mit Vorbehalt f u r  

das Forocidin B die Pormel C,,H,,O1,N und fiir das Forocidin C 
die Formel C,,H,,O,,N ableiten, welchc man folgendermassen weiter 
aufgliedern kann : 

lo) A. Hunger & T.  Reichstein, Helv. 33, 90 (1950). 
lo&) Vgl. L. J. Bellamy, The Infra-red Spectra of Complex Molecules, Methueii & 

Wiley, London & New York 1954, S. 161, 163. 
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C I A ,  

V I  I !  I I I I I I l l  
(> =: C-C = ( (CH,), (OH), OCH, N(CH,), (O), COO OR 

Forocidin A R = H 
Forocidin R R = CH,CO 
Forocidin C R = CH,CH,CO 

Es ist vielleicht nicht uninteressant zu erwahnen, dass man von den Forocidinen 
B und C durch eine, vorlaufig nur gedachte, hydrolytische Abspaltung der Saure-Reste 
und der Methoxy-Gruppe sowie eines Dimethylamino-zuckers C,H,,O,N vom Typus der 
Mycaminose zu einem Grundkorper C,,H,,O, gelangt, dessen Formel einem Dehydro- 
crythronoiid entspricht. Das Erythronolid selbst, das kiirzlich als ein 14gliedriges, einfacli 
ungesattigtes Hexahydroxy-lacton erkannt wurde12), ist der Grundkorper des Erythro- 
mycins. Bhnliche vielgliedrige Lactone scheinen in anderen verwandten Antibiotica wie 
Carbomycin, Pikromycin, Methymycin und Narbomycin vorzuliegen. 

Schwieriger ist es, Formeln fur die Foromacidine selbst eindeutig 
abzuleiten. Die analytischen Ergebnisse stehen imEinklang mit folgen- 
den Formeln : Foromacidin A C45€I,80,,N,, Foromacidin B C,,H,,O,,N, 
und Foromacidin C C,,H,,O,,N,. Fur Foromacidin D mochten wir, da 
es noch zu wenig untersucht wurde, keine Formel vorsehlagen. 

Die Forocidine wurden nach diescn Formeln aus den Foromaci- 
dinen schematisch durch hydrolytische Abspaltung einer Molekel My- 
carose C,H,,04 und einer Molekel eines Dimethylamino-zuckers 
C,H,,O,N, unter Rnlagerung noch einer weiteren Molekel Wasser, ent8- 
stehen. 

Von den 16 Sauerstoff-Atomen der Foromacidine B und C wurden 
4 - 5 als freie Hydroxyle, I als Methoxyl, 2 in einem Saure-Rest, 2 in 
einer Lacton- Gruppe und 6 als Acetal-Sauerstoffe vorliegen. Foro- 
macidin A, in welehem der Saure-Rest fehlt, wurde 1 freies Hydroxyl 
mehr enthalten. 

Es sei hervorgehoben, dass die vorgeschlagenen Formeln der 
Foromacidine und der Forocidine nicht als endgultig anzusehen sind, 
solange es nicht gelungen ist, alle Spaltstucke zu erfassen. Es ware 
moglich, dass sie vor allem in der Anzahl der Kohlenstoff- untl 
Wa,sserstoff-Atome kleine Korrekturen erfahren. 

Biologische A k t i v i t a t .  
Die biologische Aktivitat der Foromacidine A, B und C ist sehr 

ahnlich. Sie sind hoch wirksam in vitro gegenuber Gram-positiven 
Rakterien (vgl. Tab. 5). Dic Wirksamkeit von Foromacidin D ist, 
rliirchschnittlich eine Zehnerpotenz geringer. 

Foromacidin A, B und C besitzen auch eine gewisse Aktivitat 
gegenuber Gram-negativen Bakterien ; so werden Escherichia coli, Hal- 
inonella typhosa, Klebsiella pneumoniae (Typ A), Pasteurella pestis und 
T'ibrio comma (El Tor) durc,h 1 mg/ml gehemmt. Unompfindlich ge- 

11) Vgl. TV. D. Celmer & I .  A .  Solomons, J. Amer. chem. SOC.  77, 2861 (1955). 
12)  P. F .  Wi ley ,  K .  Gerzon, E. H .  Flynn,  M .  1'. Sigal, Jr.  & U. C. Quarck, J .  Amer. 

chem. Soc. 77, 3677 (1955). 
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geniiber 1 mg/ml zeigten sich Salmonella schottmuelleri, Bhigella sonnei, 
Pseudonwnas aeruginosa, M ycobacterium tuberculosis (H,,Rv), Candida 
tropicalis und Candida albicans. 

Tabelle 5. 

1 
1 

10 
O J  

10 
10 

Te~torganismenl~) I 
O J  0,1 
1 1 
1 0.1 

10 1 
1 1 

10 10 

Streptococcus mitis . . . . . . . . . .  
Streptococcus faeculis . . . . . . . . .  
Corynebacterium diphtheriae . . . . . .  
Bacillus megutherium . . . . . . . . .  
Streptococcus p yogenes . . . . . . . .  
Micrococcus pyogenes var. aureus . . . .  

Hemmende Konzentration pg/ml13) I 

Die Foromacidine besitzen ebenfalls eine hohe Aktivitiit gegen- 
uber Gram-positiven Bakterien in vivo. An rnit Streptococcus p yogenes 
infizierten Miiusen wurden bei subcutanerApplikation rnit 5 x 10mg/kg 
100 yo iiberlebende, und rnit 1 x 5 mg/kg oder 5 x 1 mg/kg 50 % uber- 
lebende Tiere beobachtet. Auch rnit peroraler Verabreichung liess sich 
ein vollstandiger Schutz erreichen. Daneben erwiesen sich die Foro- 
macidine als wirksam in vivo gegenuber Staphylococcen, Pneumo- 
coccen, Pasteurellen (Gram-negativ), Spirochaeten (Borrelia recurren- 
tis), Amoeben (Entamoeba histolytica) und Malariaerregern (Plasmo- 
dium berghei). 

Die akute Toxizitat ist gering. Von der Maus werden 500 mg/kg 
S.C. oder 250 mg/kg i.v. ohne Schadigung ertragen. Penicillin-resistente 
Xikroorganismen sind Foromacidin-empfindlich. Dagegen weisen Fo- 
romacidine rnit Pikromycin eine partiell gekreuzte Resistenz auf ; d. h. 
ein auf Resistenz gegen Pikromycin geziichteter Stamm Micrococcus 
p yogeaes var. nureus wird zwar nicht unempfindlich gegenuber Foro- 
macidinen, wohl aber deutlich weniger empfindlich als der Ausgangs- 
stamrnl,"). 

hls unsere Untersuchungen fast abgeschlossen waren, fanden wir, 
dass die von uns isolierten Streptomyceten-StBmme, welche Foro- 
macidine produzieren, in ihren Eigenschaften Ahnlichkeiten aufweisen 
rnit dem inzwischen von 8. Pinnert-Sindi~ol~) beschriebenen fltrepto- 
vnyces ambofaciens. Der im experimentellen Teil durchgefuhrte Ver- 
gleich ihrer Angaben rnit unseren Befunden zeigt, dass unsere Stiimme 
rnit ihrem verwandt sind. 

Xtreptom yces ambof aciens Pirznert-Sindico produziert nach den in- 
zwischen bekannt gewordenen Literaturangaben die Antibiotica Con- 

1 3 )  Vgl. Helv. 38, 935 (1955). 
138)  ober  die biologische Wirkung der Foromacidine wird an einer anderen Stelle 

la) S. Pinnert-Sindico, Annales Institut Pasteur 87, 702 (1954). 
ausfuhrlicher berichtet. 
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gocidin15) und Spiramycine. Die aus den Laboratorien der Socie'te' des 
Usines Chimiques RhGna- PouZenc stammenden vorlaufigen Angaben 
uber die Spiramycine16) wiesen darauf hin, dass diese mit den Forom- 
acidinen nahe verwandt bzw. identisch sein konnten. Durch Vermitt'- 
lung von Professor R. Paul erhielten wir unlangst authentische Mu- 
ster der Spiramycine I, I1 und I11 und konnten feststellen, dass sie 
mit den Foromacidinen A, R und C in der angegebenen Reihenfolge 
identisch sind. Herrn Prof. R. Paul mochten wir fur die Bekanntgabe 
verschiedener analytischer Daten uber die Spiramycine und besonders 
auch der Isolierung der Mycarose bei der sauren Hydrolyse bestens 
danken. 

Den Herren Dr. P. Reusser und Dr. A. Stalder danken wir fur die Bereitung von 
grosseren Mengen des Ausgangsmaterials; Hrn. Prof. H .  H .  Gunthard fur die 1R.-Ab- 
sorptionsspektren; Hrn. W. Simon fur die elektrometrischen Titrationen ; Hrn. E. Hermy  
fur die Mithilfe bei quantitativen Verseifungsversuchen. 

Experimeriteller Teil. 
Be s c h r  e i b u n g  de  r 0 r ga  nis  m e 11. 

Stamm ETH. 8703 wurde aus einer Bodenprobe vom Forum Romanum, Rom. 
Stamm ETH. 9427 aus einer Bodenprobe von Iseo im Malcantone, Kanton Tessin. isoliert. 

Die beiden isolierten Stamme werden im folgenden beschrieben : 
Luftmycel sammetig, anfanglich weiss, spater aschgrau. Spiralen bei ETH. 8703 

selten, bei ETH. 9427 haufig. Sporcn glatt. 
Synthetischer Agar1') : Substratmycel schleierartig, gelbgrau nach 3 Tagen. rotlich- 

braun nach 7 Tagen; Luftmycel sammetig, grauweiss nach 3 Tagen, aschgrau mit helleren 
Tupfen nach 13 Tagen bei ETH. 8703, gleichmassig aschgrau nach 13 Tagen bei ETH. 
9427. Losliches Pigment fehlend bei ETH. 8703, schwach rotlichgrau bei ETH. 9427. 

Synthetische Losung: Sediment und Flocken, milchweiss; kein Pigment. Dam bei 
ETH. 9427 Pellikel nach 24 Tagen, mit weissem Luftmycel. 

Glucose-Agar: Wachstum runzlig, goldgelb nach 3 Tagen, hellbraun nach 7 Tagen: 
Luftmycel sammetig, milchweiss nach 3 Tagen, aschgrau nach 7 Tagen; kein Pigment. 

Glucose-Asparagin-Agar ; Substratmycel diinn, schleierartig, weissgrau nach 3 Tagen, 
griinlichgrau nach 7 Tagen; Luftmycel sammetig, griinlichgrau nach 3 Tagen, bei ETH. 
8703 aschgrau mit einem Stich ins Griine und mit weisslichen Tupfen nach 7 Tagen, bei 
ETH. 9427 einheitlich lauchgrun nach 7 Tagen; kein Pigment. 

Calciummalat-Agar : Substratmycel dunn, schleierartig, bei ETH. 8703 weisslicligran 
und gelb, bei ETH. 9427 rotlichgelb bis riitlichgrau; Luftmycel weissgrau nach 3 Tagen. 
bei ETH. 8703 aschgrau nach 7 Tagen, bei ETH. 9427 stellenweise blaugriin nach 7 Tagen; 
Substrat bei ETH. 8703 nicht gefarbt, bei ETH. 9427 gelbrot. 

Gelatinestich (18O) : Pellikel bei ETH. 8703 erst hellbraun, dann bleigrau, bei ETH. 
9427 erst weissgrau, dann rosa; Luftmycel staubig, bei ETH. 8703 kreideweiss, bei ETH. 
9427 weissgrau bis aschgrau ; Verflussigung langsam, nach 16 Tagen beginnend. nach 
36 Tagen bei ETH. 8703 0,7-1 cm, bei ETH. 9427 1--1,2 em; kein Pigment. 

Stiirkeplatte; Wachstum diinn, bei ETH. 8703 rotlichgrau, bei ETH. 9427 braun; 
Luftmycel sammetig, bei ETH. 8703 gleichmassig aschgrau, bei ETH. 9427 aschgrau mit 
weissen Tupfen; Hydrolysierung schwach: 0,3 cm nach 4 Tagen. 

l5) R. Despois & L. Ninet, VI. Congr. Intern. Microbiol. (Roma), R,iassunti dellc 
Comun. I, 241 (1953). 

16) A. Pinnert-Sindico, L. Ninet, J .  P r e d h o m m e  & C. Cosar, Antibiotics Annual 
1954-55, 724. 

1 7 )  Rezepte und Terminologie wie in Hrlv. 38, 938 (1955). 

. 
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Kartoffeln: Wachstum flechtenartig, bei ETH. 8703 gelblichweiss, bei ETH. 9427 
erst sattgelb, nach 10 Tagen rotgelb ; Luftmycel mehlig bestaubt, weissgrau bis aschgrau : 
kein Pigment. 

Karotten: TVachstum diinn, hellgelb; Luftmycel sammetig, erst weissgrau, dann bei 
ETH. 8703 aschgrau, bei ETH. 9427 grungrau; kein Pigment. 

Lackmusmilch (28O) : Pellikel, erst ohne, dann mit aschgrauem Luftmycel; Peptoni- 
sierung und Gerinnung nach 7 Tagen; Lackmus bei ETH. 8703 rotlich, bei ETH. 9427 blau. 

Von allen bisher beschriebenen Arten sind unsere beiden Isolierungen am ahnlichsten 
dem Streptomyces ambofaciens Pinnert-Sindicol4). Unsere Befunde ergeben vorlaufig fol- 
gende Unterschiede: 

Gelatinestich . . 

Lackmusmilch . . 

8. ambofaciensl*) 

Pigment orange- 
braun 
unvollstandige 
Peptonisierung 
in 1 Monat, 
ohne Coagulation 

ETH. 8703 

kein Pigment 

vollstandige 
Peptonisierung 
in 7 Tagen, 
mit Coagulation 

ETH. 9427 

kein Pigment 

vollstandige 
Peptonisierung 
in 7 Ta,gen, 
mit Coagulation 

Die Beniitzung vcrschiedener Kohlenstoffquellen ist in Tab. 6 angegeben. 

Tahelle 6. 

Kohlenstoffquellels ) 

L-Xylose . . . .  
L-Arabinose . . .  
L-Rhamnosc. . .  
D-Fructose . . .  
D-Galaktose . . .  
Saccharose . . .  
Maltose . . . . .  
Lactose. . . . .  
Raffinose . . . .  
Inulin . . . . .  
D-Mannit . . . .  
D-Sorbit . . . .  
Dulcit . . . . .  
Mesoinosit . . .  
Salicin . . . . .  
Natriumacetat . . 
hTatriumcitrat . . 
Natriumsuccinat . 

8. ambofaciensl4) 

It 
+ 
+ 
+ 
+ * 
i 
+ 
- 

.. 
+ 
- 

- 
-c 
. .  
. .  

.. 

ETH. 8703 ETH. 9427 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

( - )  
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
+ 

(+)  
(+) 
(+ )  

+ 
_L j ( + ) = schwaches Wachstum, Verwendung der betreffenden C- Quelle fraglich. 

- 

. .  = keine Angabe. 

= gutes Wachstum, sichere Verwendung der betreffenden C- Quelle. 

( - ) = sehr schwaches Wachstum, Verwendung unwahrscheinlich. - 

= kein Wachstum, keine Verwendung. 

I*) Methodik nach T. G .  Pridham & D. Gottlieb, J. Bacteriology 56, 107 (1948). 
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Z ii c h t u n g. 
Fur die Produktion der Foromacidirie wurden die Stlmme ETH. 8703 oder ETH. 

9427 bei 27O auf einer Schlempe-Nahrlosung von folgender Zusammensetzung geziichtet : 
10 g Trockenschlempe, 10 g Rohglucose, 5 g n’atriumchlorid, 1 g Natriumnitrat, 10 g Cal- 
ciumcarbonat, l l Leitungswasser. Das pH wurde auf 7,5 eingestellt. Sterilisiert wurde 
20-30 Min. bei 1 atii. Die Methodik der Schiittel- und Gartankkulturen war gleich wic 
in friiheren Mitteil~ngenl~), ebenso die Testmethoden. 

Isol ier i iug der  Foromacid ine  A ,  B, C u n d  D. 
Sach Erreichung der optimalen Aktivitat, im allgemeinen nach 48 Std., wurde die 

Kulturfliissigkeit unter Zusatz von Pilterhilfsmitteln in mit Kylontiichern bespannten 
Pilterpressen vom Mycel und anderen festen Bestandteilen befreit. Hierauf wurde das 
Kulturfiltrat auf pH 8,5 eingcstellt und mit Athylacetat in einem mehrstufigen Extrak- 
tionsapparat (Westfalia oder Luwesta) ausgezogen. 

15 1 eines solchen Extraktes (aus 50 1 Kulturfiltrat) wurden in 3 Portionen mit total 
7 1 0,5-n. Essigsaure ausgezogen, diese mit gesattigter Natriumcarbonat-Losung alkalisch 
gemacht und mit dreimal 1 1 Essigester geschiittelt. Die vereinigten Essigester-Ausziige 
wurden erneut mit verd. Essigsaure behandelt und die Basen nach dem Neutralisieren 
schliesslich in 600 em3 Essigester aufgenommen. Der gewaschene und getrocknete Extrakt 
wurde im Vakuum eingedampft, wobei ein gelber Schaum erhalten wurde. Dieser enthielt 
die gesamte Aktivitat des urspriinglichen Extraktes. 

Papierchromatographie .  Filterpapier W h a t m n  Nr. 1 wird mit einer 2-proz. 
wasserigen Losung von Natrium-m-kresotinat20) getrankt und zwischen Filterpapier ab- 
getupft. Auf das noch feuchte Papier werden die Proben in einer Menge von ca. 100 ;J 

aufgetragen und nach der RundfiltermethodeZ1) init einem Gemisch von 1 Teil Dibutyl- 
ather und 3 Teilen Butylacetat, gesattigt mit der Natrium-m-kresotinat-Losung, ent- 
wickelt. Nach einer Laufzeit von 2-3 Std. wird im Trockenschrank bei 100O 2-3 Min. 
getrocknet, das Papierchromatogramm mit 15-proz. Phosphorshre bespriiht und wieder 
bei 100O bis zum Auftreten der blaugriinen Farbung der Ringe erhitzt. Die Ringe sind 
noch besser sichtbar im UV.-Licht, in dem sie eine orangefarbige Fluoreszenz zeigen. Die 
rolien Basen geben nach dieser Methode drei gut voneinander getrennte Ringe. Die ent- 
sprechenden Verbindungen wurden von uns in der Reihenfolge der zunehmenden Wande- 
rungsgeschwindigkeit Foromacidin A, B und C benannt. 

Cra ig-Ver te i lung .  Als ein giinstiges Losungsmittelsystem fur die Craig-Verteilung 
erwies sich ein Gemisch aus gleichen Voluniteilen Chloroform und einer 0,Z-m. Citrat- 
Pufferlosung p H  4,9. l l , 6  g durch Extraktion mit khylacetat erhaltene rohe Basen 
wurden mit diesem Losungsmittelsystem zuerst iiber 145 Stufen verteilt. Die Priifung 
der einzelnen Fraktionen auf biologische Wirksamkeit zeigte drei Aktivitatsmaxima bei 
Praktionen 26,48 und 88. Aus den Praktionen 71 -115 wurden 4,8 g rohes Foromacidin A 
gewonnen, die Fraktionen 39-70 lieferten 2,4 g rohes Foromacidin B und die Stufen 
16-38 2,7 g eines Gemisches von vie1 Foromacidin C und wenig Foromacidin D. 

Zur Trennung von Foromacidin C und D wurden 15,O g des letzterwahnten Ge- 
inisches iiber 290 Stufen zwischen Chloroform und ciner l -m. Acetat-Pufferlosung pH 4,5 
verteilt. Man erhielt aus den Fraktionen 130-140 5,6 g reines Foromacidin C, die Frak- 
tionen 115-129 sowie 141-150 ergaben weitere 5,2 g derselben Verbindung, die etwas 
weniger rein war. Aus den Praktionen 55.-90 wurden 0,78 g des Foromacidins D isoliert. 

Die  i so l ie r ten  S u b s t a n z e n  u n d  i h r  Abbau.  
P o r o m a c i d i n  A. 4,8 g rohes Foromacidin A wurden mit dem gleichen Losungs- 

mittelsystem, welches fur die Isolierung verwendet worden war, nochmals iiber 112 Stufen 
verteilt. Das in den Fraktionen 55-88 vorliegende reine Foromacidin A (4,15 g) loste man 
~ ~~ 

lg) Vgl. Helv. 38, 940 (1955). 
20) Vgl. H. Brockmann & H .  Crone, Chem. Ber. 87, 1050 (1954). 
21) Ausfiihrung nach J .  Carles, Bull. Soc. chim. biol. 37, 521 (1955). 
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aus Ather-PetrolBther um, wodurch es als.farbloses Pulver vom Smp. 134-138O erhalten 
wurde. Zur Analyse wurde mehrmals aus Ather-Petrolather umgefallt und 48 Std. bei 80O 
im Hochvakuum getrocknet. [mID = - 81" (c = 0,34, Methanol); - 56O (c = 0,52, Chloro- 
form). pK;fcs 63 ,  Aquivalentgewicht 458. 
C45H7a0,5K2 Ber. C 60,93 H 8,86 N 3,16 OCH, 3,50 
(M.G. 887.09) 4(N)CH3 6,78 5(C)CH, 8,48 6 akt. H 0,68% 

Gef. C! 60,72; 60,37 H 9,32; 9,01 N 3,22; 3,14 
OCH, 3,78 (&)CH, 6,28 (C)CH, 8,18; 8,08 akt. H 0,SS:; 

UV.-Absorptionsspektrum in Feinsprit: A,,, = 231 mp, logs = 4,45. 1R.-Absorp- 
tionsspektrum in KBr Fig. 1. Doppelbindungszahl: Palladium-Calciumcarbonat-Kata- 
1 ysator in Feinsprit 2,17 ; Platinoxyd-Katalysator in Eiscssig 2,94. 

F o r o m a c i d i n  B.  4,5 g rohes Foromacidin B wurden uber 242 Stufen zwischen 
Chloroform und 1-m. Acetat-Pufferlosung p H  4,55 verteilt. Aus den Fraktionen 121 -130O 
wurden 2,3 g reines Foromacidin B erhalten, das nach mehrmaligem Umfallen aus Ather- 
Petrolather bei 130-132O schmolz. Die Fraktionen 115-120 sowie 131 -150 lieferten 
weitere 1,6 g nahezu reines Foromacidin €3, wahrend in den Fraktionen 80-95 noch 0,25 g 
Foromacidin C gefunden wurden. Znr Analyse wurde 48 Std. bei 80O im Hochvakuum 
getrocknet. [cr], = - 83O (c = 0,82, Feinsprit); - 61O (c = 0,93, Chloroform). pK&cs 6,8; 
:~rjuivalent,ge\~icht 462, 472. 
C~,,H,,O,,N, Ber. C 60,75 H 8,88 N 3,02 OCH, 3,34 
(M.G. 929,13) 4(N)CH, 6,77 6(C)CH, 9,71 5 akt. H 0,5401; 

Gef. C 60,38; 60,60 H 8,99; 8,76 N 2,97; 3,24 
OCH, 3,69 (N)CH, 6,64 (C)CH, 8,48 akt. H 0,540; 

UV.-Absorptionsspektrum in Feinsprit: A,,, = 231 mp, logs = 4,43. 1R.-Absorp- 
tionsspektrum in KBr Fig. 1. Doppelbindungszahl : Palladium-Calciumcarbonat-Kata- 
lysator in Feinsprit 2,01; Platinoxyd-Katalysator in Eisessig 3,24. 

Foromacid in  C. Das durch zweimalige Verteilung isolierte Foromacidin C wurde 
mehrnials aus kher-Petrolather umgelost, wonach es ein farbloses Pulver vom Smp. 
124-128O bildete. Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 80O 48 Std. getrocknet. 
[=Iu = - 59O (c = lJ9, Feinsprit); -62" (c = 0,90, Chloroform). pK&,s 6,8; Aquivalent- 
gewicht 478. 
C,,H,,O,,N, Ber. C 61,12 H 8,76 K 2,97 OCH, 3,29 
(M.G. 943J 5) 4(N)CH3 6,38 6(C)CH, 9,56 4 akt. H 0,42 5 akt. H 0,537; 

Gef. C 60,83; 61,18 H 8,96; 8,66 N 2,96; 2,86 
OCH, 3,62 (N)CH, 6,34 (C)CH, 8,96 akt. H 0,460/, 

UV.-Absorptionsspektrum in Feinsprit: A,,, = 231 mp, logs = 4,45. 1R.-Absorp- 
tionsspektrum in KBr Fig. 1. Doppelbindungszahl: Palladium-Calciumcarbonat-Kata- 
lysator in Feinsprit 2,03 ; Platinoxyd-Katalysator in Eisessig 3,00. 

F o r o m a c i d i n  D. Das durch Verteilung abgetrennte Foromacidin D bildete nach 
mehrmaligem Umlosen aus Ather-Petrolather ein farbloses Pulver vom Smp. 135-140O. 
Zur Analyse wurde 48 Std. bei 80° im Hochvakuum getrocknet. [a]= = - 75O (c = 0,81, 
Feinsprit). pKscs 6 3 ,  Aquivalentgewicht 452. 

Gef. C 59,85 H 8,48 N 3,350/, 
UV.-Absorptionsspektrum in Feinsprit A,,, = 231 mp, logs = 4,44. 1R.-Absorp- 

tionsspektrum in KBr Fig. 1. Doppelbindungszahl: Palladium-Calciumcarbonat-Kata- 
lysator in Feinsprit 2,08. 

S a u r e  H y d r o l y s e  d e r  F o r o m a c i d i n e  A, B u n d  C. Mycarose u n d  D i m e t h y l -  
amino-zucker .  1 Gewichtsteil Foromacidin liess man mit 50 Volumenteilen 0,75-n. Salz- 
saure 24 Std. bei Zimmertemperatur stehen. Das Reaktionsgemisch wurde darauf mit 
einem geringen Uberschuss Natriumhydrogencarbonat neutralisiert und mit Chloroform 
die Forocidine (siehe unten) ausgeschuttelt. 
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Die wasserige Schicht wurde im Vakuum zur Trockene eingedanipft und der Riick- 
stand dreimal mit Benzol ausgekocht. Der Ruckstand nach dem Verdampfen des Benzols. 
welcher die Zucker enthielt, wurde auf Filterpapier Whatman Nr. 1 papierchromato- 
graphisch nach der absteigenden Methode untersucht. Es wurden Proben von 50-100 y 
aufgctragen; zur Entwicklung diente das mit Wasser gesattigte Gemisch von 100 cm3 
Butanol und 10 em3 Eisessig. Als Vergleichsverbindungen wurden Desosamin aus Narbo- 
mycin und Mycarose aus Carbomycin verwendet und die R-Werte auf den des ersteren 
bezogen. Die Flecken wurden durch Bespruhen rnit einer 0,05-n. ammoniakalischen Silber- 
nitrat-Losung und Erhitzen auf looo sichtbar gemacht. Alle drei Foromacidine ergabrn 
zwei typischc Flecken, von welchen der erste rnit R D  1,70 dem Dimethylamino-zucker, 
und der zweite mit RD 5,l der Mycarose entsprach. 

Die Mycarose konnte aus dem Ruckstand des Benzol-,4uszuges durch Kristallisation 
aus Aceton rein erhalten werden. Sie bildete nach Sublimation im Hochvakuum bei 103O 
farblose Kristalle vom Smp. 126,5-127,5O, die mit authentischer Mycarose aus Carho- 
mycin keine Smp.-Erniedrigung gaben. [aIu = - 30° (c = 1,12, Wasser). 

C,H,,O, Ber. C 51,84 H 8,70 (C)CH, 18,54 akt. H 1,860,~ 
Gef. ,, 51,72 ,, 8,63 ,, 16,24 ,, 1,73"/0 

Die Identitat des isolierten Zuckers mit der Mycarose konnte auch durch IR.-Ab- 
sorptionsspektren bestiitigt werden. 

F o r o c i d i n  B. Aus 800 mg Foromacidin B wurden durch saure Hydrolyse lint1 

,4usziehen des Reaktionsgemisches rnit Chloroform 505 mg basische Anteile erhalten, dir 
aus Aceton-Ather in farblosen Plattchen vom Smp. 227 -231O kristallisierten. Zur Analysc 
wurde 48 Std. im Hochvakuum bei 80° getrocknet. [a]= = -6O (c = 0,65, Fcirisprit,). 
pK&cs 7,5, Aquivalentgewicht 633. 
C,,H,,O,,N Ber. C 59,51 H 8,59 N 2,17 OCH, 4,80 
(M.G. 645,s) 2N(CH,) 4,66 5(C)CH, 11,64 5 akt. H 0,780; 

Gef. C 59,50 H 8,70 N 2,22 OCH, 5,03 
(N)CH, 4,03 (C)CH, 9,61 akt. H 0,707; 

UV.-Absorptionsspektrum in Feinsprit Lmax = 232, log E = 4,41. IR.-Absorptions- 
spektrum in KBr Fig. 2. Doppelbindungszahl: Palladium-Calciumcarbonat-Katalgsator 
in Feinsprit 2,08. 

F o r o c i d i n  C. 400 mg Foromacidin C lieferten bei der sauren Hydrolyse 250 nip 
mit Chloroform ausziehbare Basen. Diese kristallisierten nach Befeuchten rnit Ather in 
feinen Nadeln, welche nach Umkristallisieren aus Aceton-Ather bei 217,5O schmolzen. 
[ a ] ~  = - 7O (c = 1,62, Feinsprit). pK&~s 7,6, Aquivalentgewicht 665. 
C,,H,,O,,N Ber. C 60,07 H 8,71 N 2,12 OCH, 4,73 
(M.G. 659,79) 2(N)CH, 4,56 5(C)CH, 11,39 5 akt. H 0,76O; 

Gef. C 60,40 H 8,68 N 2,251 OCH, 5,12 
(N)CH, 4,52 (C)CH, 9,61 akt. H 0,737" 

UV.-Absorptionsspektrum in Feinsprit A,,, = 232, log E = 4,41. IR,.-Absorptions- 
spektrum in KBr Fig. 2. Doppelbindungszahl : Palladium-Calciumcarbonat -Katalysator 
in Feinsprit 2,22. 

Alkal ische H y d r o l y s e  v o n  F o r o m a c i d i n  A, B u n d  C u n d  von F o r o c i d i n  
B u n d  C .  Die fluchtigen Sauren, die bei der alkalischen Hydrolyse der Foroniacidinc 
und Forocidine entstehen, wurden zuerst nach dem Verfahren von F.  TViesenberger23) 
quantitativ bestimmt und dann papierchromat~graphiseh~~) auf qualitative Zusammen- 
setzung untersucht. Es wurden dabei folgende Ergebnisse erhalten : Foromacidin A 0,4 Mol 
Ameisensaure, . Foromacidin B 1,3 Mol Ameisensaure und Essigsaure, Foromacidin C! 
1,3 Mol Ameisensaure und Propionsaure, Forocidin B 1,1 Mol Essigsaure, Forocidin C 
1,2 Mol Propionsaure. 

~- 

Mikrochemie 33, 51 (1948). 
24) ,4. R. Jones, E. J .  Dowling & 1V. J .  Skraba, Anal. Chemistry 25, 394 (1953). 
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Foromacidin B und C wurden dann genau nach der Vorschrift von A .  Hunger & 
T.  ReiehsteinlO) mit methanolischer Kalilauge verseift und die mit Wasserdampf fluch- 
tigen Saurcn in die p-Phenyl-phenacyl-ester ubergefuhrt. 

Aus 310 mg Foromacidin B erhielt man 59 mg eines p-Phenyl-phenacyl-esters, der 
nach Umkristallisieren aus Ather-Petrolather bci 110,5-111,5° schmolz. Dicser gab keine 
Snip.-Erniedrigung mit einem authentischen p-Phenyl-phenacyl-acetatZ5) und besitzt ein 
mit, tliesem identisches IR'.-Absorptionsspektrum. 

350 mg Foromacidin C lieferten 71 rng eines p-Phenyl-phenacyl-esters, der aus Ather- 
Pctrolather umkristallisiert wurde. Der Smp. 101 -101,5O wurde nicht geandert durch 
Nischcn mit einem authentischen p-Phenyl-phenacyl-propionat vom Smp. 101,5-102° 'L.5) ; 
init p-Phenyl-phenacyl-acetat voin Smp. 110,5-111,6° wurde der Misch-Smp. 90-95O 
Tieobachtet. Die IR,.-Absorptionsspektren des durch Hydrolyse aus Foromacidin C ge- 
n-onncnen und des authentischen p-Phenyl-phenacyl-propionates waren identisch. 

F a r b r e a k t i o n e n  d e r  Foromacid ine  A, B u n d  C.  Dic Foromacidine A, B iind C 
gcben die gleiche Farbreaktion auf Erythromycin nach Pischbach & LevineZ6) wie das 
Erythromycin. Die Farbreaktion auf Carbomycin nach Pischbaclb d. LevineZ6) verlauft 
init den Foromacidinen A, B und C ebenfalls iihnlich wie mit Carbomycin, die Farbtone 
sind jedoch etwas weniger intensiv und rein. Die beiden Rcaktionen sind somit nicht 
spezifisrh fur  Erythromycin bzw. Carbomycin. 

Die Mikroanalysen wurden im mikroanalytischen Laboratorium der Eidg. Techni- 
when Horhschule (Lcitung W. Manser) ausgefuhrt. 

Zu  s a m  menf a s sung. 
Aus dem Hulturfiltrat von zwei Streptomyceten, welche Strepto- 

myces ambofaciens Pinnert-Sindico nahestehen, wurden 4 lipophile, 
bmische Antibiotica - die Foromacidine A, B, C und D - isoliert. 

Die Foromaeidine A, B und C liefern durch milde saure Hydrolyse 
Nycarose, einen Dimethylamino-zucker und Forocidin A, B bzw. C. 
Durch alkalische Hydrolyse wird aus Foromacidin B und Forocidin B 
1 No1 Essigsaure, und aus Foromacidin C und Forocidin C 1 Mol 
Propionsaure abgespalten. 

Die Zusanimensetzung und die analytisch nachgewiesenen funk- 
t,ionellen Grnppen deuten auf eine Verwandtschaft der Foromacidine 
rnit den Antibiotica der Carbomycin-Erythromycin- Gruppe hin. 

Die Foromacidine zeichnen sich durch bemerkenswerte antibio- 
t'ische Wirksamkeit in vitro und in vivo aus und besitzen eine geringe 
Toxizitat. 

Porschungslaboratorium der CIBA-Aktiengesellscha~t, 
Pharmazeutische Ab teilung, B asel. 

Institut fur spezielle Botanik 
und Organisch-chemisches Laboratorium 

der Eidg. Technischen Hochschule, Zurich. 

9 5 )  Vgl. A?. L. Drake d- J .  Bronitsky, J. Amer. chem. Soc. 52, 3715 (1930). 
'L6) H .  Fischbach & J. Levine, Antibiotics and Chemotherapy 3, 1159 (1953), 




