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Untersuchungen iber ein antifungales Hexaenantibiotikum, Hexamycin. IT
Eigenschaften des Hexamycins
Von K. EISENBRANDT

Mit 7 Abbildungen

Inhaltsiibersicht

Das UV-Spektrum des Hexamycins besitzt Maxima bei 336, 356 und 8376 nm. Im IR-
Spektrum ist die typische Bande der Makrolid-Polyenantibiotika bei 1712 em~? enthalten.
Der Schmelzpunkt betrigt 120—1256°C, das Aquivalentgewicht 824, die Molmasse liegt
zwischen 700 und 800. Hexamycin ist in polaren organischen Losungsmitteln 18slich und
unléslich in Wasser und nicht polaren Losungsmitteln. Losungen der Substanz verlieren ihre
antibiotische Aktivitdt sowohl durch Erhitzen als auch bei laingerem Stehen. Von 21 ge-
priiften Mikroorganismen, vorwiegend Pilze, werden weit aber die Halfte durch 2—32 pg/
ml gehemmt. Der EinfluB des Hexamycins auf die Polyphenoloxydase- und Peroxydase-
aktivitit ist gering. Diec Atmung von Saccharomyces cerevisiae Hansen wird durch
Hexamycin betrachtlich gemindert.

In einer vorausgegangenen Mitteilung!) wurde iiber die Produktion, Iso-
lierung und Reinigung eines neuen Hexaenantibiotikums, Hexamycin, be-
richtet. Der vorliegende Beitrag beschéftigt sich mit den physikalischen und
biologischen Eigenschaften dieses Antibiotikums.

1. Physikalische Eigenschaften

Die UV-Absorptionskurve des Hexamycins (Abb. 1) zeigt den typischen
Verlauf der Hexaenantibiotika?). Sie enthilt Maxima bei 336 (E’l‘?{,;1 =176),
356 (233) und 376 (232) sowie eine breitere Bande bei 300 nm (168). Absorp-
tion bei 300 nm konnte bei mehreren Polyenantibiotika beobachtet werden.
Auffillig ist das Auftreten dieser Bande bei allen Hexaenantibiotika. Auch
Cryptocidin?), das kristallin erhalten werden konnte, absorbierte in diesem

1) K. E1sENBRANDT, J. prakt. Chem. [4] 88, 9 (1968).

2) W. OrosHNIK, L. C. VINNING, A. D. MEBANE u. W. A. TABER, Science (Washington)
121, 147 (1954).

3y J. M. J. Sakamoro, J. Antibiotics (Tokyo) 12 A, 21 (1959).



K. EiseNBRANDT, Eigenschaften des Hexamycins N

Bereich. Fiir einen ,,cis-peak® scheint diese Bande zu intensiv, sie miifite
zudem bei kiirzeren Wellenldngen liegen. OROSENIK und MEBANE4) halten
es fiir moglich, daBl der Grund hierfiir in einer —CH =CH—CO-Gruppierung
liegt.
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Abb. 1. UV-Spektrum des Hexamycins 0 %0 300 350 4gomm

In Abb. 2 ist das IR-Spektrum?) des Hexamycins dargestellt. Absorp-
tionsstellen liegen bei: 3400, 2955, 2950, 2920, 2870, 1712, 1670, 1600, 1461,
1380, 1260, 1070 und 980 cm~. Danach kann mit mehreren CH,-, wenigen
CH,-Gruppen, einigen Hydroxylresten und einer Ketofunktion gerechnet
werden. Von Bedeutung ist die Bande bei 1712 cm—1, die die meisten
Polyenantibiotika besitzen. Anndhernd in diesem Bereich absorbieren «, 8-
ungeséttigte Kster oder Lactone. Als Ursache fiir die Verschiebung dieser
Bande in den Polyenantibiotika nahm DuTcHER®) ein makrozyklisches Lac-
ton an. Die Strukturaufkldrung des Pimaricins?)?), des Fungichremins?) und
des Filipins'%) sowie die Ermittlung der Teilstrukturen einiger anderer
Polyenantibiotika bestdtigten dies!l—13).

4) W. OrosuNIK u. A. D. MEBANE, Fortschritte der Chemie organischer Naturstoffe 21,
17 (1963).

5) Den Herren Dr. G. MALEwWskr und Dipl.-Chem. H.-J. WEIGMANN vom Institut fir
Optik und Spektroskopie der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin m&chte ich
fiir die Anfertigung und Auswertung der Aufnahmen danken.

8) J. D. DuTcHER, monographs of therapy, Squibb. Inst. Med. Res., New Brunswick,
N. J. 2, 87 (1957).

7) O. CEDER, Acta Chem. Scand. 18, 126 (1964).

8) B.T. Gouping, R.W. Ricxarps, W.E.Mzrveg, J.B.PatrRick u. M. BARBER,
Tetrahedron Letters 80, 3551 (1966).

9 A.C.Core, R.K.Bry, E.P.Burrows, O.CepEr, K. Cicanex, B. T.GiLLis,
R.F. PorTER u. H. E. JorNSON, J. Amer. chem. Soc. 84, 2170 (1962).

16j B. T. GoLpiNg u. R. W. R1ckarDs, Tetrahedron Letters 37, 2615 (1964).

11-13) 4, 8. 22.
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Abb. 2. TR-Spektrum des Hexamyecins

Tabelle 1
Rp-Werte des Hexamycins in verschie-
denen Lésungsmitteln

Losungsmittel14) Rp-Werte
dest. H,O 0,06
n-Heptan 0,03
Petrolather (40— 60 °C) 0,03
Ligroin (d,, 0,706—0,716 0,05
Benzol 0,03
Toluol 0,04
Cyclohexan 0,06
Athylenchlorid 0,05
Chloroform 0,05
Tetrachlorkohlenstoff 0,05
Methylenchlorid 0,08
Didthylither 0,03
Athylacetat 0,03
Methylacetat 0,07
Aceton (100proz.) 0,06
Dioxan (90proz.) 0,32
n-Butanol/H,0 gesittigt 0,45
Athanel (90proz.) 0,94
Methanol (90proz.) 0,96
Aceton (50proz.) 0,96
Phenol (80proz.) 0,93
Dimethylformamid (90proz.) 0,95
Pyridin (90proz.) 0,96

1) A.J.BircE, C.W.Horzarrer, R.W. Rickarps, C.Dierassi, P.C.SripEL,
M. Svzuxky, J. W. WESTLEY u. J. D. DurcHER, Tetrahedron Letters 23, 1491 (1964).

12} A. C. Corg, E. B. Burrows, M. E. DERIEG, S. Moox u. W.-D. WirTH, J. Amer. chem.
Soc. 87, 5452 (1965).

13) E. Borowskr, W. MEecHLINskI, L.Farkowski, T.ZmvinNski u. J.D. DuTcHER,
Roczniki Chem. 41, 61 (1967).

14y Alle mit Wasser nicht mischbaren Losungsmitfel wurden vorher mit Wasser ge-
sittigt.
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Die Ry-Werte einer Substanz lassen Riickschliisse auf seine Loslichkeit
zu. In Tab. 1 sind die Ry-Werte des Hexamycins in verschiedenen Losungs-
mitteln zusammengefaflt. Danach sollte Hexamycin in polaren Ldsungs-
mitteln wie Alkoholen, Dimethylformamid, Phenol und Pyridin 16slich und
in Wasser und nichtpolaren organischen Losungsmitteln wie Petrolither,
Ather, Chloroform, Methylacetat und Benzol unléslich sein. Die beim
Arbeiten mit dem Hexamycin gemachten Erfahrungen stimmten damit gut
itberein. Entsprechendes Loslichkeitsverhalten zeigen die bisher beschrie-
benen Hexaenantibiotika Cryptocidin®), Endomycin B15), Flavacid®) und
Mediocidin?). Gewisse Abweichungen treten gegeniiber Cryptocidin auf,
das in Athanol nur schwach 16slich ist und Endomycin B, das sich sowohl
in Laugen als auch in Séduren 16st.

Die Ry-Werte des Hexamycins in Methanol und Athanol nahmen mit
steigendem Wassergehalt der Losungsmittel ab. Anders verhielten sich n-
Butanol und tert.-Amylalkohol. Hier stieg die Lislichkeit, sobald die
Losungsmittel mit Wasser gesittigt waren.

Die Abhingigkeit der Ry-Werte vom pH der Chromatographiepapiere
— pH-Papierchromatographie'®) — ist in Tab. 2 fur drei verschiedene
Lssungsmittel zusammengestellt. Danach besitzt Hexamycin sauren Cha-
rakter.

Tabelle 2
pH-Papierchromatographie des Hexamycins in 3 verschiede-
nen Lésungsmitteln

n . pH der Papierchromatogramme
Losungsmittel 150 | 895 | 590 | 145 | 99

l

|

n-Butanol/H,0 !
gesdttigt 0,59 0,40 0,35 0,26 0,17
Methanol (90proz.) 0,94 0,84 08 | 0,83 0,55
Dioxan (90proz.) 033 | 031 0,28 | 023 0,07

Zu dhnlichen Ergebnissen fithrte die Elektrophorese. Bei Phosphat-
puffer pH 8,0 erfolgte geringe Wanderung der Substanz zur Anode.

Hexamycin ist oberflichenaktiv. Suspensionen bzw. Losungen von
0,5 mg Hexamycin/ml Phosphatpuffer pH 5,4; 6,0 und 7,0 verminderten

15) D, GorrLIEB, P. K. BuaTTACHARYYA, H. E. CARTER u. H. W. ANDERSON, Phyto-
pathology 41, 393 (1951).

16y T. TARAHASHI, J. Antibiotics (Tokyo) 6 A, 117 (1953).

17) Y. Orami, R. Uramara, S. NARAMURA u. H. UmMEzawa, J. Antibiotics (Tokyo)
7A, 98 (1954).

18) V. BETINA u. P. NEMEC, Nature (London) 187, 1111 (1963).
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die Oberflichenspannungen um 33%. Bei pH 8,0 nahm sie um 409, ab.
Dies kann vermutlich auf die bessere Loslichkeit des Hexamyecins in alka-
lischen Losungen zuriickgefiihrt werden.

Die antibiotische Aktivitdt von Hexamyecinlésungen wird sowohl durch
Erhitzen als auch beim léngeren Stehen vermindert (Tab. 3, Abb. 3).
Wesentlich bestindiger ist die Substanz in fester Form. Selbst nach zwei-
jéhriger Lagerung in einer Kiihlzelle bei 4°C war die fungizide Wirkung
kaum gemindert.

Tabelle 3
Thermostabilitit des Hexaenantibiotikums
Zeit in Hemmhofdurchmesser in mm bei °C
Minuten 60 ’ 80 90 l 100
30 30,5 30,0 28,3 l 25,7
60 28,3 28,5 26,2 22,3
120 240 1 235 23,0 20,5
mm Hemmhor-
30 durchmesser
204
104
0 : 2'0 ’ 1,'0 Abb. 3. Diffusionskurve des Hexamycins (Fusarium

—Tage culmorum (W. G. Sm.) Sace.)

Der Schmelzpunkt des Hexamyecins liegt bei 120—125 °C (Zers.). Losun-
gen des Antibiotikums in Methanol, Dimethylformamid, tert.-Amylalkohol
und Eisessig zeigten kein optisches Drehvermégen [a]%. =0, (¢ = 1%).

Das nach BarcEr bestimmte Molekulargewicht liegt zwischen 700 und
800. Zwischenwerte lieBen sich nicht mit Sicherheit ermitteln, da die Ande-
rung der Fliissigkeitsmenisken in diesem Bereich zu gering war. Die Werte
tendierten jedoch mehr zu 760 als zu 730.

Die Molekulargewichte der meisten Polyenantibiotika liegen um 700
und 1000. Zusammenhinge zwischen der Anzahl von Doppelbindungen
und den Molekulargewichten scheinen nicht zu bestehen. So gehért z. B.
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das Tetraenantibiotikum Pimaricin!®) zur ersten und das gleichfalls
4 Doppelbindungen enthaltende Fungicidin?®) zur zweiten Gruppe.

Das Aquivalentgewicht betriigt 824. Die Bestimmung erfolgte in 50proz.
Methanol durch Titration mit 0,01 n NaOH.

2. Biologische Eigenschaften

Ein wichtiges Merkmal eines Antibiotikums ist sein Wirkungsspektrum.
Es ermoglicht den Vergleich mit anderen Antibiotika und gibt Hinweise
{iber die Anwendungsbreite. Das Wirkungsspektrum des Hexamycins zeigt
Tab. 4.

Von den 22 in vitro gepriiften Mikroorganismen wurden weit iiber die
Hailfte von 2—32 pg/ml des Antibiotikums gehemmt. Bei 5 von ihnen waren

Tabelle 4
Wirkung des Hexamycins auf verschiedene Mikroorganismen
Geringste
Mikroorganismus wachstumshemmende
Konzentration
(g/ral)
Alternaria brassicae (Berk.) Sacc. 24
Ascochyta pinodella Jones 120
Aspergillus niger van Tieghem 32—64
Botrytis allii Munn. 2-4
Botrytis cinerea Pers. 0,1—-0,5
Cercospora beticola Sacc. 2—4
Cladosporium cucumerinum Ell et Arth. 8§—-16
Fusarium culmorum (W. G. Sm.) Sacc. 8§—16
Fusarium oxysporum Schl. 3264
Gibberella fujikuroi (Saw.) Sacc. 32—64
Helminthosporium papaveris Saw. 1-2
Nectria cinnabarina (Tode) Fr. 8—16
Penicillinm expansum (Link) Thom 16—32
Penicillium granulatum Bainier 4—8
Penicillium notatum Westling 16—32
Rhizoctonia solani Kithn 2—4
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) 24
Thielaviopsis basicola (B. et Br.) McCormick 1632
Trichotheciumroseum (Bull.) Lk. 16—32
Verticillium albo-atrum Rke. et Barth. 32—64
Bacillus subtilis CoaN emend. Prazmowski 16—32
Saccharomyces cerevisiae Hansen 4-—-8

19) A. P. STRUYR, I. HourrE, G. DROST, J. M. Watsvisz, T. vax EEx u. J. C. HOOGER-
HEIDE, Antibiotics Annu. 1957 —1958, 878 (1958).
20) E. L. HazeN u. R. Browy, Science (Washington) 112, 423 (1950).
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mehr als 32 pg/ml notwendig. Auffallend war, daff das Wachstum von
Botrytis cinerea Pers. bereits von 0,1—0,5 pg/ml verhindert wurde. Als
Bakterium wurde allein Bacillus subtilis Cohn emend. Prazmowski ge-
prift. Die geringste wachstumshemmende Konzentration betrug 16 bis
32 pg/ml.

Hexamycin verhielt sich damit &hnlich wie die Hexaenantibiotika
Cryptocidin, Endomycin B, Flavacid und Mediocidin. Sie hemmten das
Wachstum von Pilzen in etwa gleich groBlen Konzentrationen. Aufler
Bacillus subtilis wurden andere Bakterien von den Hexaenen nicht oder
nur bei sehr hohen Konzentrationen gehemmt. Ein ausfithrlicher Vergleich
der Eigenschaften des Hexamycins mit den bereits beschriebenen Hexaen-
antibiotika erfolgte an anderer Stelle2!).

Fiir alle qualitativen und quantitativen Untersuchungen des Hexa-
mycins benutzten wir Fusarium culmorum (W. G. Sm.) Sacc. als Test-
organismus. In Abb. 4 ist die Abhingigkeit der Hemmhofdurchmesser

mm Hemmhof-
40 durchmesser
301
20 °
10
0 T T e
10 00 1000

_ A Abb. 4. Aktivitdatsabfall einer wiBrigen Hexamycinsuspension

vom Logarithmus der Antibiotikumkonzentrationen dargestellt. Die erhal-
tene Kurve verlief im untersuchten Konzentrationsbereich geradlinig. Die
untere Nachweisgrenze betrug 5 pg/Papierscheibchen. Die Diffusionskurve
diente als Eichkurve, um die Konzentrationen der im Papierscheibchentest
gepriiften Hexamycinlésungen zu ermitteln. Sie kann auBlerdem — bei
gleichen Testorganismen — zum Vergleich mit bereits bekannten Antibio-
tika herangezogen werden.

Die Diffusion des Hexamycins in Agar war vom pH des Mediums ab-
héngig. Die Hemmhofdurchmesser stiegen bei pH 8 und 9 an. Vermutlich

#) K. EisenBranDpT, H. J. MULLER u. M. KLINKOWSKI, Z. allg. Mikrobiol., im Druck.
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biotikums zuriickgefiihrt werden. In alkalischen Medien nimmt die Loslich-
keit zu. :

Erfolgte die Diffusion des Antibiotikums durch Acetylcellulosestreifen,
waren die Hemmhofe gegeniiber der Kontrolle vermindert. Nach einer
Expositionsdauer von 3, 5, 7 und 24 Stunden betrugen die Mittel der Hemm-
hofdurchmesser 57, 67, 70 bzw. 729, der jeweiligen Kontrolle.

Um einige Hinweise iiber den Wirkungsmechanismus des Hexamycins
zu erhalten, wurde der EinfluBl des Wirkstoffes auf die Polyphenoloxydase-
und Peroxydaseaktivitdt und auf die Atmung von Saccharomyces cere-
visiae Hansen ermittelt. Die Wirkung auf die Polyphenoloxydase- und
Peroxydaseaktivitdt frischer Meerrettichextrakte war gering (Abb. b).

%o der Kontrolte

Abb. 5. EinfluB des Hexamycins auf Polyphenol-
oxydase- und Peroxydaseaktivitit, Peroxy- 0 . ; .
dase,— — — Polyphencloxydase 015 as0 0,75mg/ml

Gegeniiber der Kontrolle ohne Antibiotikum verminderten 0,75 mg/ml
(etwa 10—2 molar) die Polyphenoloxydase bzw. Peroxydaseaktivitit um 61
bzw. 35%,.

Typische Hemmstoife dieser Enzyme wie Cyanid, Sulfid, Azid usw. wir-
ken bereits in wesentlich geringeren Konzentrationen (105 bis 10—¢ molar)
(HorFMANN-OsTENHOFF 1954)2%2). Ein direkter EinfluB des Hexamycins auf
die Polyphenoloxydase und Peroxydase schien daher unwahrscheinlich.
Vermutlich wurde die beobachtete geringe Minderung der Aktivitdten durch
nichtenzymatische Reduktionswirkung verursacht, Ahnliche Untersuchun-
gen iiber andere Polyenantibiotika liegen nicht vor.

Die Atmungsversuche mit Saccharomyces cerevisiae erfolgten in
Anlehnung an Arbeiten von LamMPEN, MoRGAN und SrLocum?3), DROUHET,
Hirta und LeBEURIER?*), HENIS und Grossowicz??), TSUKAHARA?6) und
GorTLIEB und Mitarbeiter??). Sie stellten eine betrdchtliche Minderung der

22y Q. HoFFMANN-OsTENHOFF, Enzymologie, Springer-Verlag, Wien 1954.

23) J, O. LamrEN, E. R. MorGAN u. A. SLocum, J. Bacteriol. 74, 297 (1957).

24) E. DrounET, L. HirTH u. G. LEBRURIER, Ann. N. Y. Acad. Sci. 89, 134 (1960).
25) Y. HENIS u. N. Grossowrcg, J. gen. Microbiol. 28, 345 (1960).

26) T. TSUKAHARA, Jap. J. Microbiol. 4, 181 (1960).

2%) D. Gorriiee, H. E. CarTeR, J. H. SronEkEr, Luxg, CH1 Wvu u.- E. Gavbpy,
Phytopathology 51, 321 (1961).
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Atmung und Glykolyse von Saccharomyces cerevisiae bzw. Candida
albicans (Robin) in Gegenwart von Fungicidin, Amphotericin B, Hepta-
myecin, Trichomycin und Filipin fest.

Mit Hilfe der Warburgapparatur wurde die Atmungsintensitit von S.
cerevisiae in den Substraten Glucose, Athanol, Natriumacetat, Natrium-
lactat und Natriumpyruvat bei verschiedenen Antibiotikumkonzentrationen
gemessen. In den Substraten Glucose und Pyruvat wurde die Sauerstoff-
aufnahme durch 1,6 pg/ml Hexamycin stimuliert. Héhere Konzentrationen
wirkten hemmend. Bei Natriumlactat und Athanol verursachte bereits die
geringste Konzentration Hemmung, wihrend bei Verwendung von Natrium-
acetat mit steigender Antibiotikumkonzentration die Sauerstoffaufnahme

ME O Verbrauch
IZU-l
1001
%‘ derKontrolle
]
40- 140
(=)
O
O,
60 e,
100
404
504
204 \ :
L ) ¥ J v 0 T L]
0 20 40 60 809 ™m0 50 100
> min —-[1in
Abb. 6. EinfluB verschiede- Abb. 7. Hemmung der At-
ner Hexamycinkonzentra- mung von Saccharomyces
tionen auf die Atmung von cerevisiae Hansen durch
Saccharomyces cerevi- 6,3 ug Hexamycin/ml in ver-
siae Hansen schiedenen Substraten
O—0—0 1,6 pg/ml, OQ— 0O — 0 Na-Acetat,
®—-0—0 31ug/ml, ®— @ ® Na-Pyruvat,
QO—0—0 4,7 pg/ml, O—0O—0 Glukose,
A—=A—/ 6,3 ug/ml, D~ A—A Na-Lactat,
0O—0—0 7.8 pg/ml, (0—C]—0 Athanol
O--0O--0O Kontrolle
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geringfiigig zunahm. (Verglichen wurde der Sauerstoffverbrauch nach
50 Minuten.) Abb. 6 zeigt den Einflul des Hexamycins auf die Atmung von
S. cerevisiae in Gegenwart von Glucose. In Abb. 7 ist die prozentuale
Hemmung der Sauerstoffaufnahme durch 6,3 pg Antibiotikum/ml Reak-
tionsfliissigkeit in den verschiedenen Substraten dargestellt. 6,3 png Hexaen-
antibiotikum verursachten nach 50 Minuten bei Athanol 88proz., bei
Natriumacetat 8lproz., bei Glucose 62proz. und bei Pyruvat 43proz. Hem-
mung. Im Substrat Natriumacetat trat 10proz. Stimulierung ein.

Zu vergleichbaren Ergebnissen fithrten die Untersuchungen mit Nysta-
tin 23), Amphotericin B %), Heptamycin?3), Trichomycin2 und Filipin?7).

Die bisherigen Arbeiten iiber den Wirkungsmechanismus der Polyen-
antibiotika fithrten zu folgenden Vorstellungen 28)20 ™ *): Primér wird durch
die Polyenantibiotika die Permeabilitdt der Zellmembranen verdndert. Erst
als Folge davon treten Hemmung der Atmung und Glykolyse sowie eine
Reihe anderer Verdnderungen im Inneren der Zelle ein. Fiir die Bindung
der Polyenantibiotika an die Zellmembranen konnten von Kinsky30),
LamPEN und Mitarbeiter3t), Razin3%) u. a. Sterine nachgewiesen werden.
Die Verdnderung der Permeabilitéit beeinflu3t u. a. in starkem Mafle den K+-
Haushalt. Die Zellen verarmen an K+. Bei einer Reihe Polyenantibiotika
konnte die Hemmung des Wachstums von Pilzen durch Erhdhung der K+-
und NH]-Konzentration — nicht durch die Nat+-Konzentration — auf-
gehoben werden. LAMPEN und ArNOwW?) unterschieden auf Grund der
Wirkung auf Mycoplasma gallisepticum kleine Polyenantibiotika mit
34-—37 und grolle mit 46—47 C-Atomen. Nur bei letzteren wird die Hem-
mung durch K+- oder NH]-Gaben aufgehoben. Die bisher spezifischste
Wirkung besitzt Perimycin®!), ein ,,groBes Heptaenantibiotikum. Nach
Untersuchungen von BorowskI und CYBULSKA %%) mit N-Succinylperimyecin
und den Mikroorganismen Saccharomyces cerevisiae Hansen und

28y J. 0. LampEN, In Fungus and Fungus Diseases, Symp. Z. N. Y. Acad. Med., Sec.
Microbiol. Springfield, III. USA.: C. C. THomAs, (1962).

29) 8. C. Kinsky, Antimicrobial Agents and Chemother. 1963, 387 (1964).

30) 8. C. Kinsky, Proe. nat. Acad. Sci. (Washington), 48, 1049 (1962).

31) J. 0. LamPEN, J. W, Gitn, P. M. Aryow u. J. MAgANA-Praza, J. Bacteriol. 86,
945 (1963).

32) S. RaziN, Biochem. Biophys. Acta (Amsterdam), 78, 771 (1963).

33) J, O. LAMPEN u. P. M. ArNow, Bull. Res. Counc. Israel, A, 11, 286 (1963).

31) E. Borowski, C. P. SCHAFFNER, H. LECHEVALIER u. B. S. ScHwARTZ, Antimicro-
bial Agents Annu. 1960, 532.

%) K. BorowskI u. B. CYBULSKA, Vortrag wihrend des Intern. Symp. ,,Wirkungs-
mechanismen von Fungiziden und Antibiotika‘‘, Reinhardsbrunn v. 2.—7. 5. 1966.
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Candida albicans (Robin) hemmt dieses einzig und allein den aktiven
K+-Transport und wirkt damit auf K+-abhingige Systeme der Zelle. Das
fithrt schlieBlich zum Tod der Zellen infolge K-Mangels.

Experimenteller Teil
1. Ermittlung der physikalischen Eigenschaften

Fir die UV-Absorptionsmessungen stand ein Universalspektrophotometer des
VEB Carl Zeiss Jena zur Verfiigung.

Die IR-Spektren wurden im Institut fur Optik und Spektroskopie der Deutschen
Akademie der Wissenschaften zu Berlin, Berlin (s. 8. 2) in Form von KBr-Prefllingen im
UR 10 des VEB Carl Zeiss Jena aufgenommen.

Sowohl fiir die Papierchromatographie als auch fur die Elektrophorese wurde
Papier der Sorte FN Niederschlag/Erzgeb. verwendet. Auf den Startpunkt wurden 0,1 ml
einer methanolischen Losung des Hexamycins (1 mg/ml) unter Kaltluft aufgetragen. Die
Laufstrecke betrug 18 em. Die Chromatogramme wurden anschlieBend getrocknet und bio-
autographisch entwickelt. Hierfiir fanden Spiegelglasplatten, 25 x 33 cm, und Aluminium-
rahmen, 2,5 % 20,5 x 29,5 cm, Verwendung. Sie wurden im Trockenschrank 2 —3 Stunden bei
150° sterilisiert. Auf die durch die Aluminiumrahmen begrenzte Fliche wurde unter sterilen
Bedingungen 300 ml auf 46—50 °C abgekiihlter Pepton-Glucose-Agar gegossen. Im Pepton-
Glucose-Agar befanden sich 5 m] Sporensuspension eines Fusarium culmorum-Schrig-
rohrchens. Sobald der Agar erstarrt war, konnten die mit Kaltluft getrockneten Papier-
chromatogramme aufgelegt werden, Die abgedeckten Platten standen 48 Stunden bei 25 °C.

Fir die pH-Papierchromatographie wurden Papierstreifen vorher in Zitronen-
siure-Phosphatpuffer nach McILoarse pH 1,5; 8,95; 5,90 und 7,45 und Borsdure-Puffer
nach Crarx und Luss pH 9,95 (pH-Werte der Puffer mit pH-Meter gemessen) getrankt
und an der Luft getrocknet.

Auf der Mitte eines 15X 18 ecm groBen Papierstreifens wurden strichformig (2,5 cm) je
0,1 ml einer Losung von 1 mg Hexamycin/ml Methanol aufgetragen und mit 1/15 m Phos-
phatpuffer nach SORENSEN pH 5 bzw. 8 befeuchtet. Elektrophorese erfolgte bei 200 Volt
und Phosphatpuffer pH 5 und 8 (210 Minuten). Die Stromstiarke betrug am Anfang 15mA,
am Ende 52 mA. Anschliefend wurden die Pherogramme getrocknet und bioautographisch
entwickelt.

Nach der von EuckeN und SUHRMANN %) angegebenen Blasenmethode wurde die Ober-
flachenspannung bestimmt. Eine zu einer feinen Spitze ausgezogene Pipette (r =
0,00824 cm) ragte 1 cm tief (h’) in die zu messende Losung. Der Druck aber der Kapillare
war so bemessen, daf sich pro Sekunde eine Blase bildete. Sobald er den héchsten Wert
erreichte, wurde die Druckdifferenz an dem mit Wasser gefiillten Manometer abgelesen.
Die Oberflichenspannung lieB sich nach

a:%(dp—e-h"g)
r = Radius der Kapillare,
Ap = Maximaldruck, der das AbstoBen der Luftblase bewirkte,
¢ = Dichte der zu messenden Lésung,
h’ = Eintauchtiefe,
g = Erdbeschleunigung
berechnen.

3) A. EuckeN u. R. SuHRMANN, Physikalisch-Chemische Praktikumsaufgaben. Aka-
demische Verlagsgesellschaft, Geest und Portig K.-G., Leipzig, 1952.
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Zu jeweils 10 ml Phosphatpuffer nach SorENSEN pH 5,4; 6,0; 7,0 und 8,0 wurden 5 mg
Hexamycin gegeben und die Oberflichenspannung gemessen. Als Kontrollen dienten die
gleichen Lésungen ohne Antibiotikum.

Zur Ermittiung der Thermostabilitit dienten je 2 ml einer 2 mg/ml n-Butanol ent-
haltenden Antibiotikumlésung, die 80, 60 und 120 Minuten bei 60, 80, 90 und 100°C im
Thermostaten erbhitzt wurden. Danach erfolgte von 0,1 ml der einzelnen Losungen Aktivi-
titsbestimmungen im Papierscheibchentest. Sporen eines Hafermehlagar-Schrigrohr-
chens von Fusarium culmorum wurden in 5 ml sterilem Wasser suspendiert und mit
150 m1l flissigem, auf 45—50°C abgekiithltem Pepton-Glucose-Agar vermischt. Davon ge-
langte so viel in sterile Petrischalen, daf eine ebwa 0,5 cm dicke Schicht entstand. Pro Platte
wurden anschlieBend 2 antibiotikumhaltige Papierscheibchen (10 mm ¢¥) auf den erstarrten
PG-Agar gelegt und 48 Stunden bei 25 °C bebrittet.

In einer anderen Versuchanordnung wurden 15 mg Hexamyein in 1 ml Methanol
gelést und zu b ml Wasser gegeben. In diese Suspension wurden je 4 Papierscheibchen
(10 mm ] ) nach 3, 6, 8,12, 15, 19, 26, 33 und 40 Tagen eingetaucht, mit Filterpapier abge-
tupft und auf mit Fusarium culmorum beimpite Platten gelegt. Vor dem Bebriiten
bei 25°C standen die Petrischalen 1 Stunde bei 2°C. Die Antibiotikumsuspension stand
wahrend des Versuches verschlossen am Fenster eines Arbeitsraumes

Fiir die Bestimmung der optischen Aktivitit stand ein Kreispolarimeter des VEB
Carl Zeiss Jena zur Verfiigung. Als Lichtquelle diente eine Natriumdampflampe. 1proz.
Losungen des Antibiotikums in Methanol, tert.-Amylalkohol, Eisessig und Dimethyl-
formamid wurden in einer 1 dm langen Mikropolarimeterrdhre bei Zimmertemperatur ge-
messen.

Die Molekulargewichtsbestimmung erfolgte nach einer von PREGL und Rotu?3?)
beschriebenen Methode. 1proz. Losungen des Hexamyecins in Methanol wurden in Kapillaren
mit methanolischen Lésungen von Azobenzol folgender Molaritdten verglichen: 0,0333,
0,0250, 0,0200, 0,0167, 0,0143, 0,0137, 0,0132, 0,0125 und 0,0111. Aus einer groBen Zahl
Schmelzpunktréhrchen wurden diejenigen mit einem Durchmesser von 0,95 mm ausge-
withlt. In abwechselnder Reihenfolge wurden zwischen Luftblasen Trépfchen der Substanz-
lésung und Azobenzollésung gleicher Molaritit eingefillt. Jede Kapillare enthielt 11 durch-
schnittlich 0,35 mm groBe Tropfchen, von denen nur die mittleren 7 ausgewertet wurden.
Nach Zuschmelzen der Kapillaren gelangten sie in Petrischalen mit Wasser, um kurzzeitige
Temperaturschwankungen soweit wie maéglich auszuschalten. Sofort danach und 14 Stunden
spiter wurden die Abstande der Flissigkeitsmenisken mikroskopisch bei 180facher Vergro-
Berung auf 8 u genau abgelesen. Zwischenwerte konnten auf etwa 4 p. abgeschitzt werden.
Zur Berechnung des Molekulargewichtes dienten die Losungen, die die geringsten Abweichun-
gen zeigten, bzw. bei denen sich das Vorzeichen der Anderung umkehrte. Dies trat bei
0,0143 und 0,0125 molaren Azobenzollosungen ein.

Das Aquivalentgewicht wurde nach PrEeL und ROTHS?) bestimmt. Die Methode
wurde dahingehend erweitert, daB unter CO,-freiem Stickstoff titriert wurde. Fiir gute
Durchmischung der Titrierfliissigkeit diente ein Magnetrithrer. Pro Ansatz wurden 3 ml
einer Stammldsung von 10 mg Hexamycin/ml Methanol mit 2 Tropfen einer 1proz. Phenol-
phthaleinlgsung und 2 ml 50proz. Methanol mit 0,01 n NaOH titriert. Die Substanz ver-
brauchte 1,213 ml 0,01 n NaOH. Der Fehler der Methode, hervorgerufen durch hohen
Alkoholgehalt und hohes Aquivalentgewicht, diirfte bei 569, liegen.

37} F. PrEqL u. H. RorH, Quantitative organische Mikroanalyse, Springer-Verlag, Wien,
1949, 6. Aufl.
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2. Ermittlung der biologischen Eigenschaften

Fiir die Bestimmung des Wirkungsspektrums verwendeten wir den Strichtest. In
sterile Petrischalen wurden 0,025; 0,125 und 0,25 ml einer 0,1 mg/ml enthaltende Hexa-
mycinlésung bzw. 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,0; 1,25 und 1,33 ml einer Losung von
2mg/ml pipettiert und mit jeweils 25 ml 45— 50 °C warmem Hafermehlagar vermischt. Der er-
starrte Hafermehlagar wurde anschlieend mit je 4 Testorganismen beimpft, indem die
Sporen mit einer Impfnadel strichférmig auf die Platte anfgetragen wurden. Nach 60 Stun-
den erfolgte Auswertung der bei 25 °C bebriiteten Platten. Als geringste Hemmstoffkonzen-
tration wurde die angegeben, bei der der Testorganismus nicht gewachsen war.

Mit Hilfe des Papierscheibchentests wurde die Diffusionskurve ermittelt. Auf die Pa-
pierscheibchen wurden unter Kaltluft 0,005; 0,01; 0,023 0,04; 0,06; 0,08 und 1,0 ml einer
methanolischen Losung des Hexamycins (1 mg/ml) bzw. 0,1 und 0,2 ml einer Lésung mit
2 mg Antibiotikum/ml aufgetragen. Bevor die Platten 48 Stunden bei 25 °C bebriitet wur-
den, standen sie 12 Stunden bei 2°C.

Fir die pH-abhéngige Diffusion wurde flissiger, aut 50— 60 °C abgekiihlter Pep-
ton-Glucose-Agar mit HCl bzw. NaOH. gegen Universal-pH-Papier auf pH 3, 5, 6, 7, 8 und 9
eingestellt und in Petrischalen mit 1 ml einer Sporensuspension von Fusarium culmorum
vermischt, Auf die Platten wurden je 2 Papierscheibchen (10 mm ¢ ) mit 100 pg Antibioti-
kum aufgelegt und 48 Stunden bei 25 °C bebriitet.

Diffusion durch Acetylcellulosefolie erfolgte in der Weise, daB zwischen mit
Fusarium culmorum beimpften Pepton-Glucose-Agar und Papierscheibehen (10 mm &),
die 100 pg Antibiotikum enthielten, Folie gelegt wurde. Nach 1, 8, 5, 7 und 24stindiger
Einwirkungsdauer bei 4°C wurden die Papierscheibchen abgenommen und die Platten
48 Stunden bei 25 °C bebriitet.

Die Bestimmung der Enzymaktivititen erfolgte in Anlehnung an die von OpsL, WoOLFF-
¢aNe und KucLER®) beschriebene Methode. Statt der dort benutzten virusinfizierten Gur-
kenpflanzen wurden die Polyphenoloxydase- und Peroxydaseaktivitdt in frischem
Meerrettich ermittelt. Meerrettich wurde mit Wasser gereinigt, in kleine Wiirfel zerschnitten
und 2g mit der doppelten Menge Seesand und 3 ml destilliertem Wasser zerrieben. Nach Uber-
fuhrung in ein Zentrifugenglas mit weiteren 2 ml destilliertem Wasser erfolgte 15miniitige
Sedimentation bei 5000 g. Der Uberstand wurde mit destilliertem Wasser auf 50 ml auf-
geftllt. In 2 m] dieses Extraktes wurden nach der oben zitierten Methode die Polyphenol-
oxydase- und Peroxydaseaktivitidt in Gegenwart verschiedener Hexamycinkonzentrationen
bestimmt.

Die Versuchsanordnung zur Messung der Atmung von Saccharomyces cerevisiae
entsprach der von BELOSERSKI und PROSKURIAKOW 39) angegebenen. Fir die Untersuchun-
gen wurde Prefhefe verwendet. Nach der von UmMBREIT, BURRIS und STAUFFER?) angege-
benen Methode wurden die GefdaB- und Manometerkonstanten ermittelt. Einarmige War-
burggefiBe befanden sich in einem auf 25°C eingestellten Wasserbad und wurden mit
120 Schwingungen/min geschiittelt. Als Sperrflissigkeit diente eine Losung von 46 g NaCl,
10 g Fit-Pulver und einigen Tropfen Fuchsin in 1 1 destilliertemn Wasser. Im inneren Einsatz
der Gefifie befanden sich 0,2 ml 10proz. KOH und im Hauptraum 0,005, 0,010, 0,015,
0,020 und 0,025 ml einer 1 mg/m]l Dimethylformamid enthaltenden Hexamycinlésung,

%) H. OrkL, H. WorLFrGaxe u. H. KEGLER, Phytopath. Z. 42, 62 (1961).

%) A. N. BELosERSKI u. N. I. PRoskURIAROW, Praktikum der Biochemie der Pflanze.
VEB Deutscher Verlag der Wissenschaften, Berlin 1956,

40y ' W. W. UmBrEIT, R. H. BUBRIS u. J. F. STAUFFER, Manometric techniques, Burgess
Publishing Co. Minneapolis, 1957, 3. Aufl.
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1,5 ml der Hefesuspension (400 mg PreBhefe/100 ml Zitronenséure-Phosphat-Puffer pH 4,4
nach McInoarng) und 1,6 ml 0,15 molare wiBrige Substratlosung (Glucose, Athanol, Na-
Acetat, Na-Lactat, Na-Pyruvat). Statt der Antibiotikumlosung besaB die Kontrolle
0,015 ml reines Dimethylformamid. Vor den Messungen wurden die Gefafie 15 Minuten
bei geéffnetem Manometerhahn equilibriert. Ein Gefd8 diente als Thermobarometer.
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