
gehort wohl nicht zu den ,,echten" Offnungen aromatischer Ringe. 
Nach den Studien von 0. Gerngross71) geht der Ringoffnung eine 
Hydroxyl-Addition an die Stellung 2 des 1.3-Dibenzoyl-imid- 
azolium-Ions voraus. 

Obwohl die Anregung rnit ultraviolettem Licht den Energie- 
bedarf selbst hoher Aktivierungsschwellen zu decken vermag, ist 
die Zahl der bekannten p h o t o c h e m i s c h e n  Offnungen aromati- 
scher Ringc sehr begrenzt. Zu den wenigen Beispielen gehort die 
Photolyse der 1.2.3-Thiodiazole unter Stickstoff-Entbindung; 
W .  Kirmse und L. I I ~ r n e r 7 ~ )  isolierten Umwandlungsprodukte 
eines intermediaren Carbens. 

71) 0. Gerngross, Ber. dtsch. chem. Ges. 46, 1913 [1913]. 
7 ' 9  W .  Kirmse u. L .  Horner, Liebigs Ann. Chem. 614, 4 [1958]. 

Mit  aufrichtigern Dank an die Deutsche Forschungsgemein- 
schaft und den Fonds der chemischen Industrie fur die For- 
derung der Arbeiten unseres Laboraforiums darf ich den an 
tuchtige Mitarbeifer verbinden: Dr. I .  Ugi hat sich des Pent- 
azol- Problems rnit groper Selbstandigkeit angenommen. Die 
Ringoff nungen in  der Tetrazol- und Triazol-Reihe wurden 
rnif FleiP und gropern Geschick von Dr. J .  Sauer, M .  Seidel 
und H .  J .  Sturm untersucht. Den European Research 
Associates, Brussel, gebuhrt Dank fur die Gewahrung eines 
Stipendiums. 
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Lipoide der Mycobakterien*) 
Chemische Struktur und biologische Wirkung 

Von Prof. Dr .  E .  L E D E R E R  
Institut de Biologie physicochimique, Paris 

Bei den Lipoiden der Mycobakterien lassen sich drei groRe Gruppen unterscheiden: Fette, Phospholi- 
poide und Wachse. Es sind vor allem Ester verzweigter Fettsauren mit  Zuckern, Zuckeralkoholen, 
Glycerin und hohermolekularen, verzweigten, aliphatischen Alkoholen. Besonders interessante Sub- 
stanzen sind der toxisch wirkende Cord-Faktor und die D-Wachse. Die Struktur des Cord-Faktors 
konnte durch Abbau und Synthese gesichert werden. Es handelt sich um ein Trehalose-6.6'-dimycolat. 
Molekulargewicht und Zusarnmensetzung der D-Wachse variieren mit dem Bakterienstamm, aus 
dem sie isoliert werden. Sie bestehen je zur Halfte aus Mycolsauren und einern stickstoff-haltigen 

Polysaccharid. Die D-Wachse humaner Stamrne zeigen Adjuvanswirkung. 

1. Einleitung 

Wird ein gesundes Tier mit Tuberkulose-Bakterien 
(Mycobacteriurn tuberculosis) infiziert, so treten nach einiger 
Zeit p a t h o l o g i s c h e  V e r a n d e r u n g e n  auf: die Bildung 
von Tuberkeln, eine verzogerte oder Tuberkulin-Allergie, 
Vergiftungs-Erscheinungen, vermehrte Bildung von Anti- 
korpern und Resistenz gegen Neuinfektion. Der groI3te 
Teil dieser pathologischen Veranderungen geht auf Lipoid- 
Substanzen in den Bakterien zuriick, deren chemische 
Struktur wir durch unsere 1947 begonnenen Untersuchun- 
gen teilweise aufklaren konntenl). 

2. Chernie der Lipoide aus Mycobakterien 

R. J .  Anderson2) beschrieb zwischen 1926 und 1946 
eine groBe Anzahl aus Tuberkel-Bakterien isolierter Lipoide. 
Das wichtigste Ergebnis war dabei, daB die Mycobakterien 
im Gegensatz zu anderen niederen und hoheren Organis- 
men Fettsauren rnit langen, v e r z w e i g t e n  Kohlenstoff- 
Ketten synthetisieren. 

Substanzen rnit Methyl-Seitenketten 
Die wichtigsten Verbindungen rnit e i n e r  einzigen Me- 

t h y l -  Verz  wei g u n g  sind Tuberculostearinsaure und 
Phthiocerol. Beiden schreibt man heute keine biologische 
Aktivitat zu. 

Die T u b e r c u l o s t e a r i n s a u r e  (C,,H,,O,, F p =  11 "C) wurde 
von Anderson und Chargaf3) i m  humanen Stamm H 37 entdeckt. 
Sie findet sichin allen Mycobakterien-Stammen. Nach Arbeiten von 
Spielman4), StaZZberg-Stenhagen5), Prout, Cason, Ingersol16) und 

*) Erweiterte Fassung eines Vortrages beim Symposium der Aca- 
demia dei Lincei, Varenna, Sept. 1958. 

'f E. Lederer: Sur quelques p r o b l h e s  chimiques concernant la 
tuberculose. Exposds de Biochimle medicale. Masson, Paris 1958. 

a)  R. J .  Anderson, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe 3, 145 [1939]; 
Harvey Lectures 35, 271 [1939]; Chem. Reviews 29, 225 [1941]; 
Yale J. Biol. Med. 75, 31 1 [1943]. 

3, R. J .  Anderson u. E. Chargaff, J. biol. Chemistry 85, 77 [1929]. 
4, M .  A .  Spielman, J. biol. Chemistry 706, 87 [1934]. 
5, S. Stallberg-Stenhagen, Ark. Kemi., Mineralog. Geol., Ser. A 26, 

') F.  S. Prout, J .  Cason u. A .  W .  Ingersoll, J. Amer. chem. SOC. 69, 
Nr. 12 [1948]. 

1233 119471; 77, 298 119491. 

Linstead, Lunt, Weedon7) hat  sie die Struktur  einer ~ ( - ) - 1 0 -  
Methyl-stearinsaure (I). 
I H aC- (C H,) ,-C H-(C H e)a-COO H 

I 
CH, 

Das P h t h i o c e r o l  (Fp = 72"C, [ C L ] D = - ~ ~ )  wurde 1934 von 
StendaP) entdeckt. An seiner Strukturaufklarung arbeiteteu Sto- 
dola und Andersong), Stenhagen und StBlZberg-Stenhagenl0), Pol- 
garl l )  und - in  unserem Laboratorium - Demarteau-Ginsburg12). 
Zunachst nahm man an, Phthiocerol sei einheitlich; eine genaue 
Analyse der Oxydationsprodukte lie13 aber vermuten, dall es sich 
u m  ein Gemisch zweier homologer Glykole, C30H,003 (11) und 
C,,H,,O, (111), handelt. 
I 1  H3C-(CH2)2~-CH-CH~-CH-(CH~)~-CH-CH-CH~--CH8 

I 
CH, dCH, 

I 
OH 

I 
OH 

I 
OH 

I 
OH 

I 1  I H3C-(CH z)zl-CH-CH ,--CH-(C H2)4-CH-CH--CH,--CH8 
1 1  

CH, OCH, 

Diese Vermutung lie13 sich bestatigen, denn Phthiocerol konnte 
zu einem Kohlenwasserstoff, Phthioceran, reduziert werden, dessen 
Gaschromatogramm zwei Komponenten anzeigte: Die erste war 
identisch rnit 4-Methyl-dotriacontan, C3,H,,, die zweite rnit 4- 
Methyl-tetratriacontan, C,,H,2. Beide Verbindungen konnten 
durch Gaschromatographie isoliert und ihr Molekulargewicht 
durch Massenspektroskopie bestimmt werdenl3,l4). 

Phthiocerol wird haufig von einigen ahnlichen Verbindungen 
begleitet, die wir Phthiocerolon, Phthiodiolon und Phthiotriol ge- 
nannt  haben15). P h t h i o c e r o l o n ,  C,,H,,O,, besitzt eine Meth- 
oxyl-, eine Hydroxyl- und eine Carbonyl-Gruppe. Unveroff ent- 
lichte Versuche von Stenhugen zeigten, da13 es die Gruppierung 

7 )  R.  P .  Linstead, J .  C .  Lunt u. B.  L .  C .  Weedon, J. chem. SOC. 
[London] 7950,3331. 

8 )  N. Stendal, C. 9. hebd. SBances Acad. Sci. 798, 1549 [1936]. 
9)  F .  H .  Sfodola u . R .  J.  Anderson, J. bioi. Chemistry 774,467 [1936]. 

10) R. Ryhage, E. Stenhagen u. E.  v .  Sydow, Acta chem. scand. 70, 
158 [1956]. S. Stallberg-Stenhagen u. E. Sfenhagen, J. biol. 
Chemistry 773, 383 [1948]. 

7P.517. 3971 : N .  Polear. ebenda 1954. 101 I .  
11) J .  A .  Hall, J .  W .  Lewis u. N .  Polgar, J. chem. SOC. [London] 

__., ~ 

12) H .  Demarthu-Gins&ug, C .  R. hebd. Seances Acad. Sci. 243, 2169 
[1956]; H .  Demarteau-Ginsburg u. E.  Lederer, ebenda 240, 815 
[1955]. 

13) H .  Demarteau-Ginsburg, E. Lederer, R .  Ryhage, S .  Stallberg- 
Stenhagen u. E. Stenhagen, Nature [London] 783, 1117 [1959]. 

1 3  E. Stenhagen, S. Stallberg-Stenhagen, R .  Ryhage, L. Ahlquist u. 
E.  v. Sydow, Ark. Kemi 74, 211, 247, 259 [1959]. 

16) H .  Demarteau-Ginsburg, A .  Ginsburg u. E. Lederer, Blochim. 
biophysica Acta 72, 587 [1953]. 
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-CH(CH,)-CO-CH,-CH, und  - anstelle der P-Glykol-Gruppe 
des Phthiocerols - die Anordnung -CH(OH)-CH2-CH(OCH,)- 
enthalt. P h t h i o  d i o l o n ,  C,,H,,O,, besitzt zwei Hydroxyl-Grup- 
pen und eine Carbonyl-Gruppe. E s  kann zu einem Trio1 reduziert 
werden, das rnit dem identisoh zu sein scheint, welohes bei der 
Demethylierung des Phthiocerols entsteht, vom Phthiotriol, 
C,,H,,O,, jedoch versohieden ist. Die Struktur  des P h t h i o t r i o l s  
konnte noch nicht ermittelt werden. 

Verbindungen rnit m e h r e r e n  Met  h y 1- Verzwe i g u n -  
gen:  Anderson und ChargafflB) hatten eine flussige, rechts- 
dfehende Saure isoliert, die sie Phthionsaure nannten und 
der sie die Formel C,,H,,O, zuschrieben. Neuere Arbeiten 
von Polgar17) und C a s o r ~ ~ ~ , ~ ~ )  zeigten aber, daB Phthion- 
saure ein Gem isc  h homologer, ungesattigter Fettsauren 
mit 23 bis 31 C-Atomen ist. Eine dieser Fettsauien (G,) 
wurde genauer untersucht. Sie ist heute unter dem Namen 
CZ7- P h t h i e n s  a u r e  (Cason18), Sfenhagenao)) oder My- 
c o l i p e n s a u r e  (Polgar17)) bekannt. Die analytischen Ar- 
beiten von Polgar fiihrten zur Strukturaufklarung dieser 
Saure (IV); die Formel wurde durch Synthesen bestatigt20). 
IV HsC-(CH2)l,-CH-CHz-CH-CH=C-COOH 

I I I 
CH, CH, CH, 

Die Einwande Ton Cason und Mitarb.,l) gegen diese Formel 
scheinen cine andere Saure zu betreffen, welche die C,,-Phthien- 
saure begleitet. 

Neben den a.p - ungesattigten Phthiensauren hatte 
schon Anderson22) eine linksdrehende, gesattigte Saure rnit 
hoherem Molekulargewicht isoliert, die er My c o  c e r o s i n -  
s a u r e  nannte. Die Struktur (V) mit der Summenformel 
C,,H,O, hatten zuerst Polgara3) und dann auch Asselineau, 
Ryhage und StenhagenZ4) vorgeschlagen. Polgar nannte die 
Same M y c o  ce r a n s  a u  r e .  
V H3C-(CH,),z-CH-CH,-CH-CH2-CH-COOH 

I I I 

Vor kurzem synthetisierten Asselineau und Mitarb. 2 5 )  die 
(-)-2~.4~.6~-Trimethyl-nonacosansaure (V) ,  die aber nioht mit 
der natiirlichen Mycocerosinsaure identisoh ist. Eine Untersu- 
chung der Massenspektren der natiirlichen und aynthetischen Sau- 
ren ergab, da13 in den humanen Stammen Pest und Canetti nor- 
male Sauren mit 22, 24, 26 und 28 Kohlenstoff-Atomen, 2.4.6- 
Trimethylsauren mit 25, 27 und 29 Kohlenstoff-Atomen und 
2.4.6.8-Tetramethylsauren mit 30, 32 und 34 Kohlenstoff-Atomen 
enthalten sind. Die C,,-Mycocerosinsaure ist demnach eine 2.4.6.8- 
Tetramethyl-octaoosansaure (TI). 

CH, CH, CH, 

V 1 H3C- (CH %) lg-C H-C H ,-CH-C H 2-CH-CH ,-C H-COO H 
I I i 
CH, CH, CH, CH, 

Nach diesen Ergebnissen ist es naheliegend anzunehmen, 
daI3 die methyl-verzweigten Sauren in vivo durch C-Methy- 
lierung von Poly-p-ketosauren synthetisiert werdenZ6). 

Der groBte Teil der M y c o c e r o s i n s a u t e  liegt im Tuber- 
kel-Bakterium rnit Phthiocerol v e r e s t e r t  als Phthio- 
ceryl-dimycocerosat (VI I )  vor; diese Verbindung ist cha- 
rakteristisch fur  humane und bovine Stamme von M. tuber- 
culosis27. '28)). 

la) R. J.  Anderson u. E. Chargaff, J. blol. Chemistry 85, 77 [1929]. 
17) J .  D. Chanley u. N .  Polgar, Nature [London] 766, 693 [1950]. 
la)  J .  Cason, N. I<. Freeman u. G. Sumrell, J. biol. Chemlstry 192, 

415 [1951]; J .  Cason u. G. Sumrell, ebenda 792, 405 [1951]. 
Is) J.  Cason u. G. J .  Fonken, J. biol. Chemistry 220, 391 [1952]. 
20) C. Asselineau, J .  Asselineau, u. S. Stallberg-Stenhagen, Acta 

chern. scand. 70,478, 1035 [1956]. 
al) J .  Cason, H .  R. Urscheler u. C .  F.  Allen, J. org. Chemistry 22, 

1284 [1957]. 
R. J .  Anderson, vgl. ,). 

23) N .  Polgar, J. chem. SOC. [London] 1954, 1011. N .  Polgar u. 
G. S .  Marks, ebenda 1955,3851. 
J .  Asselineau, R.  Ryhage u. E. Stenhagen, Acta chem. scand. 17, 
196 [1957]. 
C. Asselineau, J .  Asselineau, R .  Ryhage, S .  Stdllberg-Stenhagen 
u. E. Stenhagen, Acta chem. scand. 73, 822 [1959]. 

a s )  A .  J .  Birch, Progr. Chim. Subst. Org. Nat. 14, 186 [19571. 
*7) H. Noll, J. biol. Chemistry 224, 149 [1957]. 
28) D. W. Smith, H .  M .  Randall, M. Gastambide-Odier u. A .  L .  Koe- 

voef, Ann. New York Acad. Sci. 69, 145 [1957]. 

Die Phthien- und Mycocerosinsauren sind fur die 
Tuberkel-Bildung verantwortlich (vgl. weiter unten). 

CH3 

CHa 
I 

CH-OCH, 
I 

CH-CH3 
i 
I 

(CHs)4 
CH-0-CO- CH-CH, -(CH2),8-CH, 

?HZ 1 [La I, 
C H-0-CO- C H-C H - (C H ,) 18-C H, 

1 
I 
c Hs 

( C H ~ Z Z  [CH. 1, 
VII, ClOllH1~8O6 

Substanzen mit langen Seitenketten 
Mycolsauren der  Tu berkel-BakterienZ9) 

Sfodola, Lesuk und beschrieben 1938 eine 
Mycolsaure, die aus einem humanen Tuberkel-Bakterium 
isoliert wordenlwar. Sie schmilzt bei 55 "C, hat die spezifi- 
sche Drehung [a], = + 2,5" und die Summenformel 
CBBH17BOI. Sie enthalt eine Carboxyl-, eine Hydroxyl- und 
eine Methoxyl-Gruppe; durch Pyrolyse entsteht aus ihr 
die normale Hexacosansaure. 

Zusammen rnit A s ~ e l i n e a u ~ ~ * ~ ~ )  begannen wir 1947 rnit S t r u k -  
t u r -  Untersuohungen an den Mycolsauren. Wir konnten zunachst 
zeigen, da13 man durch Chromatographie an Aluminiumoxyd meh- 
rere Hydroxysauren erhalt, die sich durch Schmelzpunkt sowie 
Zahl und Art der funktionellen Gruppen unterscheiden. Diese Sau- 
ren besitzen alle die Gruppierung R-CH(0H)-CH(C,,H,,)-COOH, 
die bei der Pyrolyse zu den Verbindungen R-CHO und 
C,,H,,-CH,-COOH fiihrt. Der Rest  R bedeutet C,,H,,,. E r  ent- 
halt drei Kohlenstoff-Ketten und zusatzlioh entweder eine Hydro- 
xyl-, eine Methoxyl- oder eine Keto-Gruppe. (Eiuzelheiten zur 
Chemie der Mycolsauren findet man ~ n t e r ~ ~ * ~ ~ ) ) .  

Mycolsauren der  Diphtherie-Bakterien 
Gemeinsam rnit Pudles zeigten wir, daI3 in den Lipoiden 

der Diphtherie-Bakterien (Corynebacferium diphfherine) 
zwei C,-Sauren enthalten sind: Corynomycolsaure (VI I I )  
(C,,H,O,, Fp = 71 "C, [a],, = + 7,5 Og5s36), und die fliissige 
Corynomycolensaure (XIII) (C,HB,03, [a],, = + 9 03'v38)). 

Die S t r u k t u r  der Corynomycolsaure (VIII) folgt aus der 
Pyrolyse zu Palmitinsaure, aus der Chromsiiureoxydatiou, bei der 
Palmiton ( IX)  erhalten wird, und  aus der Oxydation des Methyl- 
esters zu Methyl-a-palmitoyl-plamitat (XI, R = OCH,). 

H,C-(CH2)14-CH-CH-COOH 
1 1  

VIII LHa 
OH (CH2)18 

CrOsJ 1300 OC 
H,C-(CH*),,--C-CH 2 CH,-COOH 

I1 I I 
0 (?%)IS (CHZ)IS 

1 
IX CH, CH, 

29) Mycolsauren nennen wir solche Sauren, die in cr-Steilung eine 
lange aliphatische Kette und in p-Stellung eine Hydroxyl-Gruppe 
besitzen 31). 
A .  Lesuk u. R. J .  Anderson, J. biol. Chemistry 726, 505 119381; 
736, 603 119401: F .  H. Stodola, A .  Lesuk u. R .  J .  Anderson, 
ebenda 726, 505'[1938]. 
J .  Asselineau u. E .  Lederer, C. R. hebd. SCances Acad. Sci. 228, 
1892 [1949]. 
J.  Asselineau u. E.  Lederer, Biochim. biophysicaActa7,126 [I951 1. 

*,) J .  Asselineau u. E. Lederer, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe 70, 
170 [1953]. 

84) a) J .  Asselineau u. E. Lederer: Experimental Tuberculosis, A 
Ciba Foundation Symposium. J. & A. Churchill, London 1955, 
S. 14. - b) E. Lederer in: Colloquium on Chemotherapy of Tuber- 
culosis. Medical Research Council of Ireland, Dublin 1952, s. I .  
- c) E. Lederer, Vortrag vor dem 2. Intern. Kongr. fur Bioche- 
mie, Paris 1952. 

35) E. Lederer u. J.  Pudles, Bull. SOC. Chlm. biol. 33, 1003 [1951]. 
E. Lederer, J .  Pudles, S .  Barbezat u. J .  J .  Trillat, Bull. SOC. chim. 
France T952, 93. 
J .  Pudles u. E.  Lederer, Biochim. blophysica Acta 7 7 ,  163 119531. 
J .  Pudles u. E. Lederer, Bull. SOC. chim. France 7954, 919. 
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Diese Struktur  konuten wir durch S y n t h e s e  b e ~ t a t i g e n ~ ~ . ~ ~ ) :  
Zwei IolekuIe Methyl-palmitat ( X )  werden nach H ~ n s Z e y ~ ~ )  in  
Gegenwart von Natriumhydrid zu Methyl-a-palmitoyl-palmitat 
(XI,  R = OCH,) kondensiert. Die Reduktion des p-Ketoesters rnit 
NaBH4 fuhrt  zu zwei Diastereomeren ( X I I ) ,  die man a n  Alu- 
miniumoxyd trennen kann. Naoh der Verseifung erhalt man 
zwei Sauren (Fp  = 75 "C und 69 "C). Die tiefer sohmelzende Saure 
ist das Racemat der Corynomycolsaure (VII I ) .  

NaH 
2 H,C-(CH2)14-COOCHs -4 HsC-(CH2)14-C-CH-CO-R 

X 4 ( L H A S  
I 

XI CH, 

Saure, -1 NaBH, 

HsC-(CH2)14-CH--CH-COOCH3 Fp = 13-75 "C 

I '  
O H  (CH,),, 

Saure, 

(racem. Coryno- 
mycolsaure) 

F p  = 68-69 "C XI1 AH, 

Die Struktur der Corynomyoolensaure ( X I I I )  folgt aus der 
Pyrolyse, die auch hier Palmitinsaure ergiht, aus der Hydrierung 
zu Corynomycolsaure ( V I I I )  und  aus der Ozon-Spaltung, bei der 
Onanthsaure entsteht. AuDerdem gelang die S y n t h e ~ e ~ ~ ) .  

H,C-(CH,),-CH=CH-(CH2),-CHCH-CH-C0OH 
I I  

O H  (CHz1is 
I 

XI11 CH, 

Biosynthese der  Mycolsauren i n  Diphtherie-Bakterien 
Es fallt auf, daf3 man unter den niederen Fettsauren der 

Diphtherie-Bakterien vor allem Palmitin- und Palmitolein- 
saure (XIV) findet. Wit machten uns daher fur die Bio- 
synthese der Mycolsauren in Diphtherie-Bakterien folgende 
A r b e i t s h y p o t h e s e :  

Zwei Molekiile Palmitinsaure (wahrscheinlich als Pal- 
mitoyl-CoA) kondensieren sich zu a-Palmitoyl-palmitat 
(XI, R = S-CoA). R e d u k t i o n  der Ketogruppe ergabe 
dann die Corynomycolsaure (VII I). Wird der p-Ketoester 
verse i f  t - in vivo oder auf der Aluminiumoxyd-Saule - 
so erhalt man durch Decarboxylierung der freien p-Keto- 
saure Palmiton (IX), das auch nach Chromatographie der 
Neutralteile der Bakterien-Lipoide gefunden w ~ r d e 4 ~ ) .  
Kondensiert sich aber ein Molekiil Palmitoleinsaure (XIV) 

XIV HsC-(CH2),-CH=CH-(CH2) ,-COO H 

mit einem Molekiil Palrnitinsaure, dann entsteht - nach 
Reduktion der Ketogruppe - die Corynomycolensaure 
(XIII), und iiac!~ der Verseifung des p-Ketoesters das 
A7-Palmitenon (XV). Dieses Keton konnte ebenfalls im 
Unverseifbaren der Lipoide aus C .  diphtheriae nachgewiesen 
werden 43) .  

XV HsC-(C H2),-C H=CH- (C H 2) ,-C-C H2- (C H 13-C Ha 
I1 
0 

Inzwischen gelang es uns, diese Hypothese zu b e w e i -  
s e n :  Wir inkubierten l-14C-Palmitinsaure (XVI) mit 
wachsenden Diphtherie-Bakterien. Die aus ihnen isolierte 
Corynomycolsaure war stark radioaktiv. Traf unsere Hy- 
pothese zu, so mul3te die Radioaktivitat in den Kohlenstoff- 
Atomen 1 und 3 lokalisiert sein (XVII), was tatsachlich 
der Fall war. Die Chromsaureoxydation lieferte Kohlen- 

2 H,C-(CH2)14--*COOH + H3C-(CH2)l~-*CH-CH-*COOH 
I 1  

O H  (CHI),, 
I 

XVII CH, 

XVI 

89) E. Lederer, V. Portelance u. K .  Serck-Hanssen, Bull. SOC. chim. 
France 7052, 413. 

40) J.  Polonsky u .  E. Lederer, ebenda 1054, 504. 
41) V .  L .  Hansley, Amer. Pat. 2218026 [1940] u. 2158071 [1936]. 
4 2 )  J .  Pudles u. E. Lederer, Bull. Soc. chim. France 7954, 919. 

J .  Pudles, Vortrag vor dem VI. Intern. Kongr. fur Mikrobiologie, 
Rom 1953. 

dioxyd, das die Halfte der Radioaktivitat enthielt, wah- 
rend das zuruckbleibende Palmiton ausschlief3lich in der 
Carbonyl-Gruppe markiert wa1-4~). 

Damit ist eine dritte Moglichkeit der F e t t s a u r e - B i o -  
s y n t h e s e  gefunden worden, die neben der klassischen 
Biosynthese normaler Fettsauren und der - allerdings 
noch hypothetischen - methylverzweigter Fettsauren exi- 
stiert und zu Mycolsauren rnit langen Seitenketten fiihrt. 

Hypothese zur  Biosynthese der  Mycolsauren 
in Mycobakterien 

Erweitern wir das obige Schema auf die Biosynthese der 
Mycolsauren in Mycobakterien, dann konnen wir anneh- 
men, daB vier Fettsaure-Molekule - zwei Molekiile Hexaco- 
sansaure und zwei Molekule Stearinsaure, 2 x C,, + 2 x C,, = 
C, (XVIII)  - sich zu einer sicher hypothetischen Triketo- 
saure (XIX) kondensieren. Die Reduktion der Carbonyl- 
zu Hydroxyl-Gruppen und die Eliminierung des Sauer- 
stoffs in 5- oder 7-Stellung ergabe dann die 3.7- oder die 
3.5-Dihydroxysauren ( X X  und XXI). 
XVI I1  C25H,l-COOH + CH,-COOH + CH2-COOH + CH,-COOH 

I I I 
C1,HSS CiaHss Cz,He 

0 0 0  
X I X  C,,H,,-C-CH-C-CH-~-CH-COOH II I1 

xx 

I 
c i a ~ w  JiaHss J e a ~ m  

O H  O H  
I 

I I 
c 2 5  H,,-c H ,--CH-L H-cH-c H-c H - c o o  H 

CleHxs CmHss Cz4H40 

O H  O H  
1 I 

XXI C2,H5,-CH-CH-CH2-CH-CH-CH-COOH 
I I I 

Cl*HS, C1d-b C,,H,, 

Diese noch nicht streng bewiesenen Formeln (XX und 
XXI)  geben zur Zeit das beste Bild fiit die S t r u k t u r  d e r  
M y c o l s a u r e n  aus humanen und bovinen Stammen und 
stehen im Einklang rnit den meisten experimentellen Ergeb- 
nissen 44*). Die Mycolonsauren (3-Hydroxy-x-0x0-mycolan- 
sauren "5)) konnten unvollstandig reduzierte Zwischenstufen 
sein. 
Mycolsau re-Arten 

Alle bisher untersuchten Mycobakterien-Stamme synthe- 
tisieren mehrere Mycolsauren. Tabelle 1 gibt eine Liste der 
Mycolsauren aus humanen Stammen von M .  tuberculosis. 
Bovine Stamme enthalten Mycolsauren, die denen aus hu- 
manen Stammen chemisch sehr ahnlich sind; Dihydroxy- 
und Mycolonsauren kommen allerdings haufiger V O ~ ~ ~ ) .  
Saprophytische Mycobakterien und M. aviurn enthalten 
Mycolsauren, die bei der Pyrolyse statt Hexacosansaure nur 
Tetracosansaure, C,H,,O,, liefern. Dies weist auf die all- 
gemeine Formel 9-CH(0H)-CH(C,H,,)-COOH. 

Wir haben uns gefragt, w a r u m  diese Stamme Mycolsauren 
rnit k i i r z e r e n  Ket ten synthetisieren. Falls das erwahnte Schema 
der Biosynthese richtig ist, wird man annehmen, daO die saprophy- 
tisohen Stamme keine Hexacosansaure bilden, weil bei ihnen 
Tetracosansaure das letzte Glied der gesattigten Fettsauren ist, 
deren Biosynthese moglich ist. Aus M .  tuberculosis kann man t a t -  
sachlioh freie Hexacosansaure relativ einfaoh in reiner Form isolie- 

44) M. Gastambide-Odier u. E.  Lederer, Nature [London] 184 1563 

44*)  I .  Asselineau. unveroffentl. 
[1959], sowie unveroffentl. Versuche. 

45) Ksselineau u n d  Lederers4a) haben fur Mycolsauren folgende No- 
menklatur vorgeschlagen : Die nicht-substituferte Saure C,,Hl,,02 
ohne -OH und -OCH3 heiBt Mycolansaure. Die funktionellen 
Gruppen werden in der fiblichen Weise bezeichnet (2 .  B. 3- 
Hydroxymycolansaure fur C,,Hl,,Os). D a m  fugt man dann in 
eckigen Klammern die Nummer, welche die Saure bei der Elution 
erhielt, und den Namen des Bakterienstammes, aus dem sie isoliert 
wurde. Die m-Mycolsaure des Test-Stammes wurde danach 3- 
Hydroxy-x-methoxy-mycolansaure [I-Test] heiBen. 
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Fette 
Nach Andersona) bestehen die Fette hauptsachlich aus 

Trehalose-Estern und nicht aus Glyceriden (vgl. auch Aebi 
und Mitarb.48)). Im Saureteil findet man: gewohnliche 
Fettsauren, Tuberculostearinsaure, Mycocerosinsaure und 
- bei virulenten Stammen - Phthiensauren (As~el ineau4~),  
Cason und Mitarb.50)). In neueren Arbeiten konnten 
Cason und Mitarb.51) rnit Hilfe der Gaschromatographie 
zeigen, da8 die Lipoide der Tuberkel-Bakterien meh- 
rere Fettsauren mit weniger als 20 C-Atomen enthalten, 
vor allem die normalen Sauren C, C, und wenigstens je 
ein verzweigtes Isomer aus dem gleichen Bereich. Eine ver- 
zweigte C,,-Saure konnten sie rnit 10-Methyl-heptadecan- 
saure identifizieren. Eine einfach ungesattigte C,,-Fraktion 
war mit Olsaure identisch. Kiirzlich konnten Nol152) sowie 
Asselineau und Moron53) Glyceride neben den Trehalose- 
Estern nachweisen. Kleine Mengen Anis-saure und Phenyl- 
athyl-alkohol verleihen den Fetten der Tuherkelbakterien 
einen charakteristischen Geruch ( A ~ s e l i n e a u ~ ~ ) ) .  Die starke 
Farbung riihrt von Carotinoiden und Naphthochinonen der 
Vitamin-K-Gruppe her54). 

P hos p hol i poide 
Anderson und Mitarb.2) konnten zeigen, daS die Phos- 

pholipoide der Mycobakterien Inosit und Mannose enthal- 
ten, auRerdem fanden sie etwas Stickstoff. K .  B l o ~ h ~ ~ )  und 
PangbornS6) isolierten aber auch stickstoff-freie Phospha- 
tide. Anderson und Mitarh. fanden in den Phosphatiden u. a. 
eine Inosit-mono-phosphorsauie, eine Inosit-glycerin-di- 
phosphorsaure und ,,Manninositose", die bei der Hydrolyse 
2 Molekiile Mannose und 1 Molekul Inosit liefert. Die Pa- 
pierchromatographie der Phosphatid-Fraktionen zeigt die 
Abwesenheit von Cholin und Colamin und die Gegenwart 
von Aminosauren, besonders von Ornithin5'). Wir glauben 
heute, da13 der Gehalt an Aminosaur'en aus einer Verun- 
reinigung rnit Lipo-peptiden sehr ahnlicher Loslichkeit her- 
riihrt, denn kiirzlich konnten nicht-phosphorylierte Lipo- 
peptide aus Nocardia asferoides isoliert ~ e r d e n ~ ~ ) .  

Mit neuen Reinigungs- und Extraktionsmethoden erhiel- 
ten Vilkas und LedererS9) stickstoff-freie Phospholipoid- 
Fraktionen aus Tuberkel-Bakterien, die hauptsachlich aus 
einem Phosphatidyl-inosit-dimannosid (XXII )  bestehen. 
Je nach Kulturmedium kann ein Teil der Mannose durch 
Glucose ersetzt sein ( Vilkasso)).  

CH,OCORl 
I 

CHOCOR, O H  
1 / 

CH,-O-PZO 
x x I I  'O-C,H,,04-O-C12H,101~ 

Dimannosid Inosit 

Kurzlich berichtete PangbornG1) uber ein Lipo-polysaccharid 
aus Tuberkel-Bakterien mit 10,5 % Inosit,  50 Mannose und 
1,7 % Phosphor. Dies entspricht der Zusammensetzung eines 

J-Hydroxy-x-methoxy- 

3.x-Dihydroxy-mycolansaure 
mycolansaure , . . . . . . . . . .  

Name Elutions-Nr.*) Summen- 

[a-Test] i 71-73 
[3-H37RvI5) 70-72 

3.x-Dihydroxy-mycolansaure [5-Canetti] 
x-Methoxy-mycolansaure . . I [3-TestI6) 
3-Hydroxy-mycolansaure . . 1 [4-Test] 

auch 1-Canetti:- 2, auch l -H37Ra .  -- s, auch 1-Aeschbacher, 
l -H37Rv ,  l - H 3 7 R v  streptomycin-resistent (= s.  r.) - 4, auch 2- 
H37Rv ,  2-H37Rv s .  r. - 5 ,  auch 3-H37Ra,  3-H37Rv,  3 -H37Rv  
s. r. - 8 ,  friiher 8-Mycoisaure Test genannt. - ?) fruher y-Mycol- 
saure Test genannt, auch 4-H37Rv,  4-H37Rv s. r. 

*) Die Mycolsauren sind - soweit moglich - nach ihrer Elutions- 
Nummer geordnet. Die Summenformeln sind auf & 5 CH, genau. 

Tabelle 1. Aus humanen Stammen von M. tuberculosis isolierte 
Mycoisauren a4a) 

ren, wahrend die entsprechenden Fraktionen aus  M .  phlei und 
M .  smegmntis nur  Tetracosansaure enthalten. Einen weiteren Be- 
weis brachten Untersuchungen der hoheren Fet tsauren in den 
Fet ten van  M .  phlei und  M .  snzegmalis. Durch Chromatographie 
konnte auch hier keine Hexacosansaure. sondern nur Tetracosan- 

81-82 
59-60 
56-57 

saure nachgewiesen werden4B) (vgl 

Humane und bovine Stamme I 
Pyrolyse + C,,H,,O, beweist 

R-CH-CH-COOH 
die Struktur  

I 1  
OH C24H49 

R N C,,H12,, kann auBerdem 
eine Hydroxyl-, eine Methoxyl- 
oder eine Carbonylgruppe 
enthalten 
In diesen Stammen findet man 
freie Hexacosansaure 

Tabklle 2) .  

Aviare und saprophytische 
Stamme 

Pyrolyse + C,,Hd80, beweist 
die Struktur  
R-C H-C H-COO H 

I /  
OH C 2 2 H 4 6  

R N Cs8HlI8, kann a u k r d e r n  
noch eine Hydroxylgruppe 
enthalten 

I n  diesen Stammen findet man 
freie Tetracosansaure und 
Mycol-dicarbonsauren. 

Tabeile 2. Mycolsauren aus verschiedenen Mycobakterien-Arten 

Lipoid-Fraktionen aus Mycobakterien 

Der Hauptteil der verzweigten Fettsauren liegt in den 
Bakterien in veresterter Form vor. Man kann drei groBe 
Gruppen von Estern unterscheiden: Fette, Phospholipoide 
und Wachse. Die Arbeitsmethoden Andersons und seiner 
Schule2) erlauben eine Aufteilung der Lipoide in mehrere 
Fraktionen: 

Lebende Bakterien liefern rnit einer Mischung aus glei- 
chen Teilen Alkohol und Ather einen Extrakt, aus dem 
man mit Aceton Fette (loslich in kaltem Aceton), Phos- 
phatide (unloslich in siedendem Aceton) und A-Wachse 
(loslich in warmem, unloslich in kaltem Aceton) erhalt. 

Der Bakterienruckstand wird rnit Chloroform ausgezo- 
gen und der Extrakt rnit Methanol und Aceton in B-Wachse 
(die ,,weichen Wachse" Andersons, loslich in einem Ather- 
Methanol-Gemisch), C-Wachse (Ioslich in warmem Aceton) 
und D-Wachse (unloslich in siedendem Aceton) zerlegt. 
Der Bakterienruckstand enthalt noch weitere, gebundene 
Lipoide. 

Je nach Art der Extraktion und verwendetem Bakterien- 
stamm andert sich die Zusammensetzung der Rohfrak- 
tionen. Wir fassen im folgenden unsere Kenntnisse uber die 
Bestandteile dieser Fraktionen zusammen (Einzelheiten 
findet man t ~ n t e r ~ ~ , ~ ' ) ) :  

n6) M .  Barbier u. E. Lederer, Biochim. biophysica Acta 74, 246 

p7) J .  Asselineau u. E. Lederer in K.  Bloch: Metabolism of Lipids. 
[1954]. 

Wiley & Sons, New York 1960, im Druck. 

I * )  A .  Aebi, J .  Asselineau u. E. Lederer, Bull. SOC. Chim. biol. 35, 

49) J .  Asselineau, Bull. Sac. Chim. biol. 38, 1397 [1956]. 
5 0 )  J .  Cason, C .  F .  Allen, W. De Acetis u. G .  J. Fonken, J. biol. 

51) J .  Cason u. P .  T a m ,  J. biol. Chemistry 234, 1401 (19591; C .  L. 

6 2 )  H .  Noll u. E. Jackirn, J. bioi. Chemistry 232, 903 [1958]. 
5 3 )  J .  Asselineau u. J .  Moron, Bull. SOC. Chim. biol. 40, 899 [1958]. 
54) H. Noll, J. Biol. Chemistry 232, 919 [1958]. 
65) K. Bloch, Hoppe-Seylers 2. physioi. Chem. 244, 1 [1936]; K .  

Bloch, Biochem. Z. 285, 372 [19361. 
6 6 )  M. C. Pangborn, Discuss. Faraday SOC. 6, 110 [1949]. 
57) T. Gendre u. E. Lederer: Biochemistry of Nitrogen. Suomaleinen 

Tiedeakademia, Helsinki 1955, S. 313. 
6 8 )  M .  Guinand, G .  Michel u. E .  Lederer, C. R. hebd. Seances Acad. 

Sci. 246, 848 [1958]. 
59) E. Vilkas u. E. Lederer, Bull. SOC. Chim. biol. 38, 111 [1956]. 
60) E. Vilkas, C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 245, 588 (19571. 
61) M .  C. Pangborn, Feder. Proc. 7 7 ,  1016 119581. 

661 [1953]. 

Chemistry 202, 893 (19461. 

Agre u. J .  Cason, ebenda 234, 2555 [1959]. 

Angew. Chem. / 72. Jahrg. 1960 / Nr.  11 375 



Phosphatidyl-inosit-pentamannosids, und N ~ j i r n a ~ ~ )  isolierte aus 
den D-Wachsen des Stammes BCG63) eine Phosphatid-Fraktion 
ahnlicher Zusammensetzung. Allerdings konnte Vilkase4) zeigen, 
da13 das Phosphatid von BCG ein Gemisoh rnehrerer Substanzen ist. 
Sie fand ein Phosphatidyl-inosit ohne Zuoker-Anteil, ein Phospha- 
tidyl-inosit-pentaglucosid, ein Phosphatidyl-inosit-monomannosid 
und ein Phosphat,idyl-inosit-dimannosid. I m  Dimannosid sind die 
beiden D-Mannosc-Molekule 1 --f 6-a-glykosidisoh ~ e r k n u p f t ~ ~ ) .  

Aizdcrson hat te  gefunden, dal) die gebundenen Phthiensauren 
hauptsachlich in der Phosphatid-Fraktion enthalten sind. Die in 
unserem Laboratorium von Villcas untersuchten Phosphatide ent- 
halten dagegen nur Palmitin-, Stearin- und Tuberculostearinsaure. 
Asselineau konnte nachweisen, daO die Fettsauren eines Phos- 
phatides aus dem avirulenten Stamm R a  zu ungefahr 50% aus 
Palmitinsliure und zu 25 % aus Tuberculostearinsgure bestehen. 

Wachse 
Die A-Wachse setzen sich vor allem aus Glyceriden, ver- 

estertem Phthiocerol und freier Mycolsaure zusammen. Die 
B-Wachse sind noch nicht genauer untersucht worden ; sie 
bestehen hauptsachlich aus Glyceriden. Die C-Wachse hu- 
maner Stamme enthalten insbesondere Phthiocerol-dimy- 
cocerosat (VII) ,  Glyceride66-6s) und den Cord-Faktor. Un- 
ter den Glyceriden der C-Wachse humaner und boviner 
Stamme ist ein a-Monomycolat des Glycerins erwahnens- 
wert 66-68 ) .  

Co rd-Fa k t  o r 
Die interessanteste Substanz der C-Wachse ist zweifellos 

der Cord-Faktor (vgl. 69,70)). Robert Koch71) wies schon 
darauf hin, dalj manche Tuberkel-Bakterienstamme sich 
im Kulturmedium zu zopfahnlichen, gewundenen Faden 
(,,serpentine cords") aneinandei lagern. Middlebrook, Dubos 
und Pierce72) konnten zeigen, daB diese Cordbildung fur 
virulente und abgeschwachte Stamme wie z. B. BCG cha- 
rakteristisch ist, wahrend avirulente Stamme von M .  tuber- 
culosis nur unregelmaflige Anhaufungen bilden. Es war zu 
vermuten, dalj die Cordbildung von einer Substanz verur- 
sacht wird, welche die virulenten Bakterien ausscheiden. 
H .  Bloch zeigte 1950, dafl ein Petrolather-Extrakt aus le- 
benden virulenten Bakterien eine toxische Lipoid-Fraktion 
enthalt. Die extrahierten Bakterien bleiben zwar am Leben, 
lagern sich aber nicht mehr zu zopfahnlichen Gebilden zu- 
sammen und zeigen auflerdem eine verminderte Vi r~ lenz '~) .  
Das toxisch: Lipoid aus cordbildenden Stammen erhielt den 
Namen Cord-Faktor, rnit dem allerdings nur ausgesagt 
werden soil, dafl dieses Lipoid aus cordbildenden Stammen 
isoliert wurde, nicht aber, dalj es fur die Cordbildung ver- 
antwortlich ist. 

Die b i o l o g i s c h e  A k t i v i t a t  des Cord-Faktors wird in 
folgendem Beispiel deutlich: 3 bis 5 Dosen von je 5 pg rei- 
nen Cord-Faktors in Bayol-Losung, in Abstanden von eini- 
gen Tagen intraperitoneal Mausen injiziert, toten minde- 
stens die Halfte der Tiere nach 1 bis 3 Wochen. Eine ein- 
zige intravenose Injektion von 10 bis 25 Fg hat die gleiche 
Wirkung. Bei der Autopsie findet man Lungenblutungen. 

6 2 )  S .  Nojirna, J. Biochemistry [Tokyo] 46, 499, 607 [1959]. 
6s) BCG = Bacillus Calmeffe Guerin, ein S tamm eines bovinen Tu-  

berkel-Bakteriums, der  zur Vakzination verwandt wird und fur 
2-3 Jahre eine gewisse Immunitat  gibt  (Anm. des Ubersetzers). 

6 4 )  E.  Vilkas,  C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 248, 604 [1959]. 
6 5 )  E. Vilkas u. E.  Lederer, unveroffentl. 
6 6 )  H .  Bloch, J .  Defaye, E .  Lederer u. H .  Noll,  Biochim. biophysica 

Acta 23, 312 119571. 
") J .  Defaye u.  E.  Lederer, Bull. SOC. Chim. biol. 38, 1301 [1956); 

39, 1659 [1957]. 
T .  Tsumifa, Jap. J. med. Sci. Biol. 9, 205 119561. 

6s) E. Lederer in: Arthur-Sfoll-Festschrift, Birkhauser, Basel 1957, 
S. 384. 

'O) H .  Noll, Adv. Tuberc. Res. 7, 149 [1956]. 
'l) R.  Koch, Mitt. kaiserl. Gesundheitsamt, 2, 1 [1884]. 
") G. Middlebrook, R. J ,  Dubos u. C. Pierce,. J. exp. Medicine 76, 

73) H .  Bloch, J. exp. Medicine 97, 197 [1950]. 
175 [1947]. 

Die Injektion des Cord-Faktors hat auljerdem einen schnel- 
len Gewichtsverlust zur F01ge'~). 

Spitmagel und D u Z ~ o s ~ ~ )  beschriebrn eiri toxisches Lipoid aus 
Tuberkel-Bakterien, das mit dem Cord-Faktor nicht identisch 
war. Wir konnten zeigen, daPJ es sich urn ein Gemisch inaktiver 
Glyceride mit dem Cord-Faktor handelte und nehmen daher heute 
an, da8 der Cord-Faktor das cinzige toxische Lipoid der Tuberkel- 
Bakterien i s t e G ) .  

lsolierung und chemische Konsti tution des  Cord-Faktors 
Bloljes Waschen der Bakterien mit Petrolather bringt 

nur  geringe Ausbeuten an toxischem Lipoid. Wir versuch- 
ten daher, den Cord-Faktor in einer der Lipoid-Fraktionen 
zu lokalisieren. Es zeigte sich, daB besonders die C-Wachse 
aktiv ~ i n d ~ ~ ) .  Wiederholte Chromatographie an Magnesium- 
silicat, Kieselsaure und Silicagel fiihrte schlieRlich zu reinen 
Substanzen, die, je nach Stamm, zwischen 36 und 42°C 
schmelzen, = + 30 0 7 7 ) .  

Der Cord-Faktor hat die Bruttofoimel C,,,H,,,O,, & 10 
CH,. Bei der Verseifung erhalt man ein Molekul Trehalose, 
Cl2H%Ol1, und zwei Molekiile Mycolsaure. Durch Methy- 
lierung und anschlieBende alkalische Hydrolyse erhalt man 
Hexamethyl-trehalose, deren saure Hydrolyse eine einzige 
Trimethyl-D-glucose liefert. Der Cord-Faktor ist also sym- 
metrisch gebaut, d. h. in beiden Glucose-Molekulen sitzt 
die Mycolsaure am gleichen C-Atom. Chromatographische 
und spektroskopische Untersuchung der Trimethyl-D-glu- 
cose zeigte, dalj es sich uni 2.3.4-Trimethyl-~-glucose han- 
delt. Der Cord-Faktor ist also ein Trehalose-6.6'-dimycolat 
(XXI I I). C o r d - F a k t o r  

CL86H866017 4 l o  C H 2  
I 

Methylierung 

~ 

I 
aikalische Hydrolyse 

methylierte Myco!saure Hexamethyl-trehalose 

L 

H bCH, 
2.3.4 - Trimethyl - glucose (Durch 
I?,-Wert und IR-Spektrum iden- 
tifiziert. Mit HJO, nicht oxy- 

dierbar) 

c2+ 4 9  
Cord-Fakfor __  

la) H .  Bloch, J. exp. Medicine 92, 507 [1950]; H .  Bloch: Experi- 
mental Tuberculosis, A Ciba Foundation Symposium. J. & A. 
Churchill, London 1955, S. 131 ; H.Bloch u. H .  Noll, Trans. Nat. 
Tuberc. Ass. N.Y. 49, 94 [1953]; H.  Bloch u. H .  Noll, Brit. 
J. exp. Pathol. 36, 8 [1955]. 

76) J .  K. Spitznagel u. R. J .  Dubos, J. exp. Medicine 707, 291 [1955]. 
H .  No11 u. H .  Bloch, Amer. Rev. Tuberc. 67, 828 119531; J. 
Asselineau, H .  Bloch u. E. Lederer, Biochim. biophysica Acta 75, 
136 [1954]. 

' 9  H .  Noll u. H .  Bloch, J. biol. Chemistry 214, 251 119551; J .  Asse- 
lineau u. E.  Lederer, Biochim. biophysica Acta 77, 161 [1955]. 
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Synthese des Cord-Faktors 
Diese Struktur des Cord-Faktors ist durch Synthese be- 

statigt w ~ r d e n ~ ~ ) :  Veresterung von Trehalose rnit dem 
Chlorid der Mycolsaure, die zuvor in 3-Stellung acetyliert 
wurde, fiihrt zu einem Gemisch von 6-Mono-, 6.6‘-Di- und 
6.6’.2-Trimycolsaure-ester, das durch Chromatographie an 
Kieselsaure trennbar ist. Die Ausbeute an 6.6’-Dimycolat 
betragt nur etwa 2074, auRerdem ist diese Methode zur 
Synthese von Estern rnit Dihydroxy-mycolsauren nur  we- 
nig geeignet, denn wahrend der Acetylierung spaltet sich 
leicht Wasser ab. Ein anderes Verfahren besteht darin, Ka- 
lium-mycolat rnit 6.6-Ditosyl-2.3.4.2‘.3’.4’-hexaacetyl-tre- 
halose reagieren zu lassen. Das 6.6’-Dimycoloyl-2.3.4,2’.3’.4‘- 
hexaacetat der Trehalose kann dann zum 6.6’-Dimycolat 
entacetyliert ~ e r d e n ~ ~ ) .  Leider werden wahrend der Ent- 
acetylierung die Mycolsaure-Reste zum Teil ebenfalls ab- 
gespalten. BrochCrk-FerrPol und Polorisky8°) haben eine 
bessere Methode beschrieben, bei der die Entacetylierung 
vermieden wird, da man einfach 6.6‘-Ditosyl-trehalose 
(XXIV) rnit Kalium-mycolat erwarmt. 

Bindung p z s G i n b  _- biologischen Wirkungen wie 

x7(n/ 
Synthetischer und natiirlicher C o r d - F a k t ~ r ~ ~ )  haben die 

gleichen physikalischen, chemischen und biblogischen 
Eigenschaften. Ein niederes Homologes, C,,,H,O,, (XXV), 
bei dessen Herstellung eine 
synthetische Mycolsaure, 

I 
1 etwa 22 

Molekule 
Mol.-Gew. 27000 

Mannose 
Glucosamin 

D-Wachse 
Die D-Wachse haben interessante biologische Eigen- 

schaften (vgl. weiter unten). Man unterscheidet D-Wachse 
aus humanen und bovinen Stammen; sie sind chemisch und 
biologisch verschieden. 

Die schwieiige Reinigung hatte es bisher nicht erlaubt, 
die D-Wachse humaner Stamme chemisch naher zu unter- 
suchen; erst kiirzlich konnten wir eine chromatographische 
Methode ausarbeiten, rnit der sich die D-Wachse von einem 
betrachtlichen Anteil (bis zu 25%) begleitender Phospha- 
tide befreien lassen (vgl. auch N o j i r n ~ 3 ~ ) ) .  Die so gereinig- 
ten D-Wachse sind farblose Pulvet-, die oberhalb 200°C 
schmelzen und eine relativ starke Rechtsdrehung aufwei- 
sen, [ a ] ~  = + 22 ’. Sie sind unloslich in Wasser, siedendem 
Aceton und in Methanol, wenig loslich in Petrolather. I n  
Ather, Chloroform und Benzol sind sie loslich. 

In Arbeiten mit Asselineau, Buc und Jolless3) konnten 
wir zeigen, daB M o l e k u l a r g e w i c h t  und chemische Z u -  
s a m m e n s e t z u n g  der D-Wachse je nach Stamnivariieren. 
Die D-Wachse der Stamme Test und H 37Ra haben ein 
Molekulargewicht von etwa 30000, diejenigen der Stamme 
Caneff i  und Brkvannes von etwa 50000. Die Halfte dieser 
Wachse besteht aus Mycolsauren, die andere Halfte ist ein 
stickstoff-haltiges Polysaccharid, in dem o-Arabinose, D- 

Mannose, D-Galaktose und Glucosamin, begleitet von etwas 
Galaktosamin gefunden wurden. Dieses Polysaccharid tragt 
ein Peptid, das ein Heptapeptid zu sein scheint und sich aus 
2 Molekulen Glutaminsaure, 2 Molekulen meso-a.E-Di- 
amino-pimelinsaure und 3 Molekiilen Alanin zusammen- 

I I Mvcolsauren 1 

1 _____-~ 
rPolysaccharid : 

etwa 170 Molekule 
Arabinose 

die naturliche Verbindung. 1 2 D-GIu 

Kato und Mitarb.sl) konn- 
ten die t o x i s c h e n  E i g e n -  

Abb. 1. Chemische Struktur  s c h a f t e n  des Cord-Faktors 
zumindestens teilweise auf 
eine Aktivitatsverminderung der Bernsteinsaure-Dehydro- 
genase und der Milchsaure-, Apfelsaure- und cr-Glycerin- 
phosphat-Dehydrogenase nach in-vivo-Injektion zuruck- 
fiihren. Der Cord-Faktor konnte durch Blockierung eines 

-~ __ 

C*O& 
clOO H1Q4 ‘15 

Cofaktors, der fur die Wirkung dieser Enzyme notig ist, 
die Stoffwechsel-Storung verursachen. uber  die Beziehun- 
gen zwischen chemischer Konstitution und biologischer 
Aktivitat naturlicher und synthetischer Cord-Faktoren 
haben wir bereits zusamrnenfassend berichtet 9. 

‘*) T .  Gendre u. E. Lederer, Bull. Soc. chim. France 1956, 1478. 
J .  Polonsky, G. Ferrdol, R. Toubiana u. E. Lederer, Bull. SOC. chim. 
France 1956, 1471. 

a o )  G .  Brocherk-Ferriol u. J .  Polonsky, Bull. SOC. chim. France 
1958, 714. 

81) M .  Kato,  K .  Miki ,  K .  Matsunaga u. Y .  Yarnarnura, Amer. Rev. 
Tuberc. 77, 482 [1958]; M .  Kato,  M .  Kusunose, K .  Miki u. 
Y .  Yamamura, Amer. Rev. Resp. Diseases 80, 240 119591. 

Galaktosamin 
Mo1.-Gew. 26000 

L i 
des D-Wachses aus  dem virulenten humanen S tamm Br6vannes 

von Mycobacteriurn tuberculosis. 

setzt. Diese Zusammensetzung ist fur die Stamme BrPvan- 
nes, Test und H 37Ra gultig. Bemerkenswert ist, daR die 
ganze Glutaminsaure und eines der drei Alanin-Molekule 
in der D-Form vorliegen (unveroffentlichte Ergebnisse von 
E,  E. Snefl  und M .  Ikawa). Abb. 1 zeigt schematisch die 
Sttuktuf des D-Wachses aus dem Stamm BrPvannes. 

Alle D-Wachse humanef Stamme, die bis jetzt unter- 
sucht wurden, enthalten die gleichen drei A m i n o s a u r e n .  
Die D-Wachse boviner und saprophytischer Stamme be- 
sitzen keine Aminosauren. 

Wahrscheinlich besteht zwischen der V i r u l e n z  eines 
humanen Stammes und der produzierten Menge an D- 
Wachs ein Zusammenhang, denn virulente Stamme ent- 
halten 6-8 %, abgeschwachte oder avirulente Stamme da- 
gegen nur 2-3% D-Wachss4). 

Chemie der Lipoide und Taxonomie 

Smith und Mitarb. 85) konnten durch 1R-Spektroskopie 
der chromatographisch gereinigten Lipoid-Fraktionen min- 
destens drei Substanz-Gruppen charakterisieren, die je- 
weils fur einen Mycobakterien-Typ spezifisch sind. Fur 
diese Verbindungen wurde der Name My cosi  de  vorge- 

82) S .  Nojirna, J. Biochemistry [Tokyo] 46,499, 607 [1959]. 
8s) J .  Asselineau, H .  Buc, P .  Jollks u. E. Lederer, Bull. SOC. Chim. 

biol. 40, 714 [1958]. 
84) I. Asselineau u. E .  Lederer, C. FL hebd. Seances Acad. Sci. 230, 

I -  

142 [1950]. 

Koevoef, Ann. New York Acad. Sci. 69, 145 [1957]. 
05) D.  W .  Smith, H .  M .  Randall, M .  M .  Gastambide-Odier u. A. L .  
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~chlagens~a) .  Die Substanz GA - oder Mycosid A- findet 
sich nur in atypischen photochromogenen Stammen, die 
Substanz GB - oder Mycosid B - nur  in bovinen Stam- 
men und die Substanz Jav - oder Mycosid C - allein in 
aviaren Stammen. 

Die Mycoside sind Glycolipoide und enthalten O-Methyl-6- 
desoxy-hexosen. Das Mycosid C (oder Jav), spezifisch fur 
M. aviurn, ist ein Peptido-glyco-lipoid, es enthalt ein 
Pentapeptid mit I Molekul D-Phe, 2 Molekiilen allo-Thr 
und 2 Molekulen D-Alass). Bemerkenswert ist auch hier die 
Gegenwart von D-Aminosauren (unveroffentlichte Unter- 
suchungen niit E .  E .  Snell und M. Ikawa) .  

In Tabelle 3 sind analytische Ergebnisse zusammen- 
gefal3t. Sie erlauben, Bakterienstamme durch die Gegen- 
wart oder Abwesenheit bestimmter Substanzen zu charak- 
terisieren. 

3. Biologische Wirkung der Lipoide 
aus Mycobakterien 

Tu berkel-Biidung 
Die Bildung von Tuberkeln nach einer tuberkulosen In- 

fektion scheint wenig spezifisch zu sein. Tatsachlich kon- 
nen viele Fremdkorper wie unlosliche Proteine, Lecithin, 
Paraffin usw. Gewebsreaktionen auslosen, die sich histolo- 
gisch kaum von den lokalen Veranderungen nach Tuber- 
kel-lnfektion unterscheiden. Zu den Lipoid-Bestandteilen 
des Bakteriums, die zur Bildung tuberkuloser Granulome 
fiihren konnen, gehoren: die Phosphatid-Fraktion, die ver- 
zweigten Fettsauren (Sabin 87)), die Mycolsauren (Gersfl, 
Tennant und Pelmanag))  und die D-Wachse (Delaunay, 
Asselineau und Lederer "9)). Es exisliert eine umfangreiche 
Litetatur uber histologische Reaktionen, die durch ver- 
zweigte Fettsauren verursacht werden (vgl. Ungar und 
Mitarb. "), A ~ s e l i n e a u ~ l ) ) .  Beriicksichtigt man, dal3 die 
D-Wachse bis zu 8 yo des Bakterien-Trockengewichtes aus- 
machen konnen (gegen 1 % fiir die Phosphatide), so 
scheint es, dab diese Wachse bei der Tuberkelbildung eine 
relativ wichtige Rolle spielen. 

a6a) 0. W .  Smith, H .  M .  Randell, A. P. MacLennan u. E.  Lederer, Na- 

a6) A. P .  Mac Lennan, F .  Bigler, T .  Gendre, P. Jollks u. E. Lederer, 
ture  [London] (1960], im Druck. 

unveroffentl. 
F. R. Sabin, Amer. Rev. Tuberc. 44, 415 [1941]. 
B. Gerstl, R. Tennant u. 0. Pelrman, Amer. J. Pathol.  27, 1007 

A .  Delaunay, J .  Asselineau u. E. Lederer, C. R. Seances SOC. 
Biol. Filiales 745, 650 [1951]. 
J. Ungar, C. E. Coulthard u. L. Dickenson, Brit. J. exp. Pathol.  
29, 322 [1948]. 

[1945]. 

01) J .  Asselineau, Progr. Explor. Tuberc. 5, 1 [1952]. 

Tu berkulin-Al lergie 
Tuberkulin ist nach S e i b e r P )  ein Protein oder ein Pro- 

tein-Gemisch, das aus dem Kulturmedium der Tuberkel- 
bakterien isolierbar ist. Injiziert man einem gesunden Tier 
Tuberkulin und verabfolgt ihm nach einigen Wochen wieder 
etwas Tuberkulin durch Scarifizierung (Hautritzung), so 
laBt sich keine typische Hautreaktion erkennen. Das Tuber- 
kulin allein ist demnach nicht fur die Tuberkulin-Allergie 
verantwottlich. 

1939 konnte Choucroung3) mit ihrem PmKog4) eine 
Sensibilisierung erreichen. Raflelg5) zeigte dann, daI3 die 
,,gereinigten Wachse" Andersons (C-Wachse + D-Wachse) 
eine charakteristische Allergie erzeugen konnen, wenn sie 
gleichzeitig mit Tubetkulin einem Tier injiziert werden. 
Injiziert man zusammen mit einem ,,gereinigten Wachs" 
ein anderes Antigen, z. B. Ovalbumin oder Picrylchlorid, 
dann entwickelt sich eine Allergie gegen dieses Antigen. 
Im Laufe der letzten Jahre untersuchte Ruffel unsere 
Wachs-Praparate, um Beziehungen zwischen chemischer 
Konstitution und sensibilisierender Wirkung zu finden. 
Diese zum Teil unveroffentlichten Arbeiten ergaben, dal3 
alle Mycolsaure-Zucker-Ester diese Aktivitat aufweisen; 
besonders groB ist sie beim Cord-Faktor und bei den D- 
Wachsen boviner und humaner Stamme. Eine Aktivitat 
von Phthiocerol-Derivaten oder des Methyl-mycolats (in 
einer vorlaufigen Veroffentlichung bereits mitgeteilt"8)) 
konnte nicht bestatigt werden. 

Ad j uvans-Wi rku ng 
Vor allem aus Arbeiten von Freundg7) ist bekannt ge- 

worden, daB abgetotete Tuberkel-Bakterien in Paraffinol- 
Suspension einen Adjuvans-Effekt aufweisen, das heifit: 
injiziert man einem Tier die Bakterien-Suspension zusam- 
men mit einem Antigen, so beobachtet man ein starkes 
Ansteigen der Antikorper-Bildung. White, Bernstock, Johns 
und Ledererg8) bewiesen, daB die D-Wachse fur diese Ak- 
tivitat verantwortlich sind und daB nur die D-Wachse hu- 
maner Stamme, also nur die, welche die drei Aminosauren 
Ala, Glu und Diamino-pimelinsaure enthalten, aktiv sind. 

'9 F. 5. Seibert, Adv. Tuberc. Res. 3, 1 [1950]. 
a3) N. Choucroun, Amer. Rev. Tuberc. 59, 710 [1949]. 
9 4 )  , ,PmKo" ist ein Paraffinol-Extrakt der Bakterien. Er ist che- 

rnisch den D-Wachsen sehr ahnlich. 
9 5 )  S. Ruffel, Experentia 6 ,  410 [1950]. 
se) S. RaffeI, J .  AsseIineau u. E. Lederer: Experimentai Tuberculosis, 

A Ciba Foundation Symposium. J. & A .  Churchill, London 1955, 
S. 174. 

87)  J .  Freund, Adv. Tuberc. Res. 7, 130 [1956]. 
98) R. G. White, L.  Bernstock, R. G .  S. Johns u. E. Lederer, lmmunolo- 

gy 7,  54 [1958]. 

atypische Mycobak- 
terien var. hominis 

2-Octadecanol, 2-Eicosanol 
Phthiocerol ............. 
Phthiocerol-di-mycocerosat 
Mycocerosinsaure . . . . . . . .  
Phthiensaure . . . . . . . . . . .  
Mycolsauren . . . . . . . . . . . .  
Fettsauren nach der Pyro- 

lyse der Mycolsauren . . 
M ycolonsaiiren . . . . . . . . . .  
Cord-Faktor . . . . . . . . . . . .  
D-Wachs: 

ungefahrer Fp [ "C] . . .  
Gehalt an  Aminosauren 

Mycosid A , .  . . . . . . . . . . . .  
Mycosid €3 . . . . . . . . . . . . . .  
Mycosid C . . . . . . . . . . . . . .  

- 

+ 
+ 
+ + 
+ 

cz, 
selten 

+ 
200 
+ 
- 

- 
+ + 
+ 
+ 
- 

C Z S  
- 

? 

200 
+ 
- 

- 
+ + + + 
+ 

c 26 + + 
200 

und 40 
- 

+ 

- 
+ 
? 
? 

+ 
- 

C,e + + 
200 

und 40 
- 

+ 

+ 
? 

+ 
Car + Cze 

50 

+ 

+ + 
50 
- 

I +  

Tabelle 3.  Vorkommen charakteristischer Lipoid-Bestandteile in Mycobakterien (nach Asselineau u. Lederer 47)). 
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Die aminosaure-fr'eien D-Wachse boviner Stamme sind in- 
aktiv. AuBerdem konnen die D-Wachse zur Erzeugung von 
allergischer Enzephalomyelitis beim Yaninchen verwendet 
werden (Arbeiten von Waksmang9),  Colover loo) und 
White lol)). 

lmmunisierung 
In der Literatur findet man mehrere Hinweise, da8 aich 

durch Injektion bestimmter Lipoid-Fraktionen, Immuni- 
sierungen erreichen lassen, die denen von BCG verursach- 
ten vergleichbar sind. Hier waren vor allem die Arbeiten 
von Boquef und Nkgre102) uber das ,,Methyl-Antigen"103) 
und die von Choucroun93) iiber das , , P ~ K O " ~ ~ )  zu erwah- 
nen. Die Versuche von Boquet und N$grelo2) wurden kiirz- 
lich von Weiss und DubosloP) wiederholt und abgeandert. 
Weiss und Dubos zeigten, daR man unter bestimmten Um- 

9 9 )  B.  H.  Waksman u. R. D. Adams, J. Infect. Diseases 93, 21 [1953]. 
loo) J. Colover, Brain 77, 435 119541; J .  Colover u. R. Consden, 

Nature [London] 777, 749 [1956]; J. Cotover, ebenda 782, 104 
[1958]. 

lol) R. G. White u. A. H .  E. Marshall, Immunology; 7,  1 1 1  [1958]. 
IU2) A. Boquet u. L. N i g r e ,  C. R. Seances Soc. Biol. Filiales 86, 581 

[1922]; L. Negre: Les lipoides dans le bacille tuberculeux et  la  
tuberculose. Masson, Paris 1950; Prevention e t  traitement 
specifique de la tuberculose par  le B. C. 0. e t  l'antigkne me- 
thylique, Masson, Paris 1956. 

Io3) ,,Methyl-Antigen" ist ein methylalkoholischer Extrakt  aus zu- 
vor entfetteten Tuberkel-Bakterien. 

04) D.  W. Weiss u. R. J .  Dubos, J. exp. Medicine 703, 73 [1956]. 

Polymere 

standen rnit Methanol Fraktionen extrahieren kann, die 
immunisierende Eigenschaften haben. Vor kurzem fand 
D u ~ o s ~ ~ ~ ) ,  daR Lipo-polysaccharide (Endotoxine) gram- 
negativer Bakterien diese Immunitat, die allerdings nicht 
sehr spezifisch zu sein scheint, betrachtlich erhohen. Lipo- 
polysaccharide allein zeigen die gleiche Wirkung. 

Die immunisierende Wirkung des , ,PmKo" scheint von anderen 
Autoren nicht bestatigt worden zu sein. Nach unveroffentlichten 
Untersuchungen von H .  Bloch und Rnffet immunisieren D-Wachse, 
die dem ,,PmKo" chemisch ahnlich sind, nicht. 

Wahrscheinlich mu13 ein Lipoid und eine bis jetzt noch 
unbekannte Substanz gleichzeitig anwesend sein, wenn 
eine Immunitat auftreten soil, die sich mit jener vom 
BCG hervorgerufenen vergleichen la13t. 

Die Arbeiten unseres Laboratoriums, iiber die hier berich- 
tet wurde, erhielfen die gropzugige Unterstiifzung der ,, Fon- 
dation Waksman pour le Diveloppemenf des Recherches 
Microbiologiques en France". Fur die  Herstellung groper 
Mengen Bakferienkulturen danken wir vor allem Prof. 
J .  Trifouel und Dr. J .  Brefey vorn Institut Pasteur. 

Ubersetzt von Dipl.-Chem. G. Scheuerbrandt, Freiburg/Brsg. 

[A 111 Eingegangen a m  F. November 1959 
____.- 

105) R. J .  Dubos, unveroffentl. 

Blausaure 
Von Dr. T H .  V o L K E R * )  

Forschunyslaboratoriurn dcr Firma Rohm Q Haas G .  m. b. H.,  Darmstadt 

Polymerer Cyanwasserstoff, ublicherweise als polymere Blausaure oder Azulrninsaure bezeichnet, 
entsteht durch anionische Polymerisation von HCN in waOriger Losung. Die Reaktion verlauft iiber 
dimere Blausaure (Iminoacetonitril). Gleichzeitig findet zwischen y-standigen Nitril-Gruppen Ring- 
schluR stat t ,  wodurch das kettenformige Polymer stabilisiert wird. Die Bruttozusammensetzung der 
polymeren Blausaure weicht von der  Formel (HCN), durch einen mehr oder rninder groBen Sauerstoff- 
Gehalt ab .  Der Sauerstoff starnrnt aus Reaktionen rnit dern Losungsmittel. Die Beobachtung, daB 
polymere Blausaure Metallsalze, insbesondere Edelrnetallsalze, i n  hoher Konzentration reversibel 

anzulagern vermag, macht sie zu einer technisch interessanten Verbindung. 

Die Existenz der polymeren Blausaure ist lange bekannt, und 
die ersten Erwahnungen in  der Literatur1j2) liegcn uber 150 Jahre 
zuriick. Einem Vorschlag von DouZay3) folgend, wird die polymere 
Blausaure meist als Azulminsaure bezeichnet. Man geht kaum fehl 
in der Annahme, da13 yolymere Blausaure das erste synthetisoh 
gewonnene organisehe Polymere ist. Obwohl sie Gegenstand ein- 
gehender Untersuchungen war, vermittelten die his in  die jiingste 
Zeit erschienenon Arbeiten lediglich einen Uberblick der verschiede- 
ncn Darstellongs-Mnglichkeitcn, nieht jedoch die Kcnntnis des 
Bildungfimechanismus und der Struktur. 

Polymere Blausaure ist ein Kongloinerat braun-schwar- 
zer, amorph erscheinender Flocken, die sich ohne Eingriff 
in den chemischen Aufbau iti keinem Losungsmittel quan- 
titativ Iosen. Mit wahrigem Alkali bildet sie unter Abspal- 
tung von Ammoniak tief braun gefarbte Losungen. In  kon- 
zentrierten Sauren ist Azulminsaure je nach Herstellungs- 
ar t  mehr oder minder partiell Ioslich, mit konzentrierter 
Salpetersaure reagiert sie unter Bildung nitroser Gase; in 
anderen verdiinnten Mineralsauren ist sie ohne erkennbare 
Veranderung nur in sehr geringem Umfang loslich. 

*) Auszugsweise vorgetragen auf der  Hauptversammlung der Ge- 
sellschaft Deutscher Chemiker in Berlin, Oktober 1957. 

l) J .  L. Proust, Gehlen's J. Chem. Physik 3, 384 [1807]; Ann. 
Chim. Physique (1) 60, 233 [1806]. 

*) J .  L. Gay-Lussae, Ann. Chim. Physique (1) 95, 158 [1815]. 
9 P. Boulay, J. Pharmac. Chim. (2) 76, 180 [1830]; Ann. Chirn. 

Physique (2) 43, 282 [1830]. 

Darstellung 

Zur D a r s t e l l u n g  von Azulminsaure kann man Cyan- 
wasserstoff auf verschiedene Weise polymerisieren. So tritt 
beim Erhitzen von Cyanwasserstoff oder auch bei Iangerer 
Lagerung - insbesondere hochkonzentrierter Losungen - 
mitunter spontan Polymer isation4)ein. Bei Bestrahlungvon 
Blausaure mit Lichts. 6, oder energiereichen Strahlen7), bei 
der Elektt olyse wabriger Yaliumcyanid-Losungen8! oder 
auch durch Einwirkung von elektrischen Entladungen ver- 
schiedener Art auf Blausaureg) wird die Bildung von Azul- 
minsaure ausgelost. Am einfachsten und am leichtesten zu 
beherrschen ist die alkali-induzierte P o l y m e r i ~ a t i o n ~ ~ - ~ ~ )  
in 10- bis 40-proz. Losung. Die Polymerisation wird durch 

4) E.  Polazzi, Boll. chim. farmac. 46, 237; Chem. Zbl. 1907, I ,  1403. 
5, E. Rousseau, C. R. hebd. SBances Acad. Sci. 784, 683 [1927]. 
E, A. Andant u. E. Rousseau, Science [New York] 62, 422 [1925]. 
7)  S. C. Lind, D. C. Bardwellu. J .  H .  Perry,  J. Amer. chem. SOC. 48, 

*) H. Schmidt u. H .  Meinerf, 2. anorg. allg. Chem. 293, 214 [1957]. 
#) M. Kondo, J. chem. SOC. [Japan] 75, 79, 82, 156 [1954]. 

1556 [1926]. 

l a )  A. Gaufier, Ann. Chirn. Physique (4) 77, 156 [1869]. 
11) H. Lescoeur u. A. Rigaut, Ber. dtsch. chem. Ges. 72, 2162 [1879]. 
la) R. Wipperrnann, Ber. dtsch. chem. Ges. 7, 767 [1874]. 
13) W. Lewcock, Pharmac. J. 47, 50 [1918]. 
14) A. Michael u .  H .  Hilbert, Liebigs Ann. Chem. 364, 64 [1909]. 
15) R. L. Webb, S. Frank u .  W. C. Schneider, J. Amer. chem. SOC. 77, 

3491 [1955]. 
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