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Die umfangreichen Untersuchungen von Anderson (1926—1946) sowie die darauffolgenden
Arbeiten von Stenhagen, Polgar, Cason und im Laboratorium des Autors haben die er-
staunlichen Fihigkeiten des Tuberkelbazillus zur Synthese von Lipoiden bewiesen. Zahl-
reiche verzweigte Fettsduren, Glykolipoide, Peptidolipoide und Peptidoglykolipoide sind
isoliert und strukturell mehr oder weniger aufgeklirt worden. Diese Arbeiten haben nicht
nur Interesse fiir den Naturstoffchemiker und den Biochemiker, sondern vor allem auch
fiir den Biologen und Pathologen, der sich mit der Genese der Schidigungen, die vom Tuber-
kelbazillus hervorgerufen werden, beschdftigt. Der vorliegende Beitrag behandelt vor allem
drei Fragen: 1. Biogenese der verzweigten Fettsiuren — 2. Struktur einiger Glyko-, Peptido-
und Peptidoglykolipoide — 3. Adjuvanswirkung und Immunisierung durch Lipoide der

Tuberkelbazillen.

I. Biogenese verzweigter Fettsduren

a) Substanzen mit Methyl-Seitenketten

Die wichtigsten Verbindungen mit einer Methyl-Ver-
zweigung, die vom Tuberkelbazillus produziert werden,
sind Tuberculostearinsdure (1) und Phthiocerol (2).

Von K. Block und Mitarbeitern [2] ist gezeigt worden,
daB Tuberculostearinsdure (1) aus Olsdure durch
C-Methylierung in Gegenwart von Methionin entsteht.

Diese an Mpycobacterium phlei durchgefiihrten Versu-
che konnten in Gif von M. Gastambide-Odier auch am

[*] Nach einem Plenarvortrag auf der Hauptversammlung der
Gesellschaft Deutscher Chemiker am 10. September 1963 in
Heidelberg. Bisherige Ubersichten zum Thema siehe [1].

[1a] R. J. Anderson, Fortschr. Chem. org. Naturst. 3, 145 (1939);
Harvey Lectures 35, 271 (1939); Chem. Reviews 29, 225 (1941);
Yale J. Biol. Med. 15, 311 (1943).

[1bl J. Asselineau v. E. Lederer, Fortschr. Chem. org. Naturst.
10, 170--270 (1953).

[1c] J. Asselineau: Les Lipides Bactériens. Hermann, Paris 1962,
[1d] E. Lederer, Angew. Chem. 72, 372 (1960).

[1e) J. Asselineau u. E. Lederer in K. Bloch: Lipide Metabolism.
Wiley, London 1960, S. 336--406.
[1f] E. Lederer, Pure and appl. Chem. 2, 587 (1961).

[21J. W. Lennarz, G. Scheuerbrandt u. K. Bloch, J. biol. Chemistry
237, 664 (1962).
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menschlichen Stamm Hy;R, bestitigt werden [3]. An-
dererseits haben Tanaka und Umezawa [4] die Biosyn-
these einer methylverzweigten Siure des Antibiotikums
Variotin untersucht und ebenfalls die C-Methylierung
einer ungesittigten Vorstufe festgestellt. Der Mechanis-
mus dieser C-Methylierungen in Gegenwart von Me-
thionin bleibt noch aufzukliren.

Methionin
—_—

CHa-(CHz)7-(|?=§- (CH,)7,-COOH

HH
CHg~ (CH2)7-CI-CH2- (CHy)7-COOH
QCHs
CHj- (CHz)n—clH—CHz-gH- (CHZ)4-CIH-CH-CHZ-CH3
OH OH CH,

(2), n = 20 oder 22

Es war schon durch Arbeiten von K. Hofmann bekannt, daf3
in Lactobazillen die Lactobacillinsdure (3) aus Vaccensidure
in Gegenwart von Methionin entsteht {5]. Dies legte dic Mog-

[3] M. Gastambide-Odier u. E. Lederer, unveriffentlichte Ver-
suche.

[4] N.Tanaka u. H. Umezawa, J. Antibiotics, Ser. A, 15, 189
(1962).

{51 K. Hofmann v. T. Y. Liu, Biochim. biophysica Acta 37, 364
(1960).
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lichkeit nahe, daB eine isomere Cyclopropancarbonsiure (4)
Vorstufe in der Biogenese der Tuberculostearinsidure sein
konnte. Diese Sdure (4) wurde in Gif von Noble und Sarda
aus Olsdure und 14CH,J, synthetisiert. Nach Inkubation der
markierten Cyclopropancarbonsidure mit M. phlei konnte aber
keine Umwandlung in Tuberculostearinsiure festgestelit
werden [6].

CHg~ (CHy)s~ =€~ (CHy)g- COOH Methionin

H H
H
oy
CHy~ (CHy)s™C—C~ (CHy)g~COOH
H H
(3)
H
/C\2
CHg~ (CHy)g-G—C~ (CHz);-COOH  (4)
H H

Die Biosynthese des Phthiocerols (2/ ist vor kurzem
in Gif von M. Gastambide-Odier geklirt worden [7]; es
erwies sich, daB die Methylgruppe des Methionins nur
in die Methoxylgruppe des Phthiocerols eingebaut wird.
Der verzweigte Teil der Kohlenstoffkette stammt aus
Propionsdure. Das schon friiher [If] vorgeschlagene
Schema 1 ist damit wahrscheinlich gemacht worden. Das
gleichfalls im Schema enthaltene Phthiodiolon ist ein
haufiger Begleiter des Phthiocerols.

CHj=(CHy)y-CH-CH,-COOH + 2 CHyCOOH —
OH

CHy~ (CHy)y CH-CHy~ CH- (CHy)3-COOH + (IJHZ-(D,‘OOH -
OH OH CH,

CHa—(CHZ)n-(IZH—CHz—(IDH-(CH2)4—(IDH—(°DOOH + Cle—(c,‘OOH -
OH OH CH, CH,

0 o -8o
CHy™ (CHy)a"GH-CHy CH- (CHy) - GH-CO-CH-COOH 2>
OH OH CHy  CHy

CHa-(CHz)n-clH—CHz-gH-(CHZ)4-(I:H-60-CH2-9H3 -

OH OH CHj
Phthiodiolon
OCH,
CHy™ (CHy)a™ CH- CHy CH- (CHy) i~ CH-CH- CH,~ CH,
OH OH CH,

(2), Phthiocerol

Schema 1. Biosynthese des Phthiocerols {n = 20 oder 22).

*C = C-Atom aus 3-14C-Natriumpropionat
°C = C-Atom aus 1-14C-Natriumpropionat
*C = C-Atom aus Methyl-14C-Methionin

Diese Befunde zeigen erneut, wie gefihrlich es ist, auf Grund
struktureller Analogien Riickschliisse auf biogenetische Vor-
ginge zu ziehen. Die Natur ist eben viel einfalisreicher und
vielfiltiger als der ,,Papierchemiker*.

Propionsiure wird vom Tuberkelbazillus verwendet, um
Verbindungen mit mehreren Methyl-Verzweigungen
aufzubauen. Es gibt in dieser Kategorie zwei Reihen von

[6] R. Noble, P. Sarda u. E. Lederer, unverdffentlichte Versuche.

[71 M. Gastambide-Odier, J. M. Delaumény . E. Lederer, Chem.
and Ind. 7963, 1285.

242

H3C~ (CHy) - GH-CHy- CH-CH=C- COOH

CH, CH;  CH,
(5)
H4C- (CHz)lg-(I:H-CHZ-(‘:H—CHZ-QH-CHZ-CIH-COOH
CH, CH, CH, CH,
(6)

Sduren: die o.J-ungesittigten rechtsdrehenden Phthien-
sduren (5) und die gesittigten, linksdrehenden Myco-
cerosinsduren (6). Die ersteren kommen nur in viru-
lenten Stdmmen vor, weshalb ihre Biogenese noch
nicht ndher studiert wurde. Mycocerosinsduren sind
leichter zugénglich.

Vorversuche mit H. Grisebach unter Verwendung von
doppelt markierter Propionsdure (3H in der Methyl-
gruppe, 14C in der Carboxylgruppe) hatten schon vor
einigen Jahren den Einbau von Propionsiure nahege-
legt [8al. In neueren Versuchen wurde vor allem auf
groBte Reinheit der Ci-Mycocerosinsiure Wert gelegt ;
durch wiederholte Gaschromatographie des Methyl-
esters konnte diese Substanz in einheitlicher Form ge-
wonnen werden, was durch Massenspektrometrie kon-
trolliert wurde. Die nach Inkubation von H37R ;-Bazillen
mit 1-14C-Propionsiure erhaltene radioaktive C33-Myco-
cerosinsdure wurde dann decarboxyliert, wobei 22 % der
Radioaktivitit als CO, auftraten. Ein Einbau von 4 Mo-
lekiilen Propionsdure hitte 25 9 ergeben miissen [8b].

Bei der Inkubation wurde auch eine radioaktive Cyg-
Mycocerosinsdure erhalten.

Es ist wohl iiberfliissig daran zu erinnern, daf3 die Verwendung
von Propionsiure zum Aufbau verzweigter Verbindungen
auf dem Gebietl der von Streptomyceten produzierten Makro-
lide schon von Grisebach und Achenbach (9], von Kaneda
et al. [10] fiir Erythromycin, von Birch et al. [11] fiir Methy-
mycin, von Olflis et al. {12] fiir e-Pyrromycinon und von
Grisebach und Achenbach [13] sowie von Gilner und Srini-
vasan [14] fir Magnamycin bewiesen worden ist.

b) Substanzen mit langen Seitenketten

Hierher gehoren vor allem die Mycolsduren, d. h. ,,Sdu-
ren, die in «-Stellung eine lange aliphatische Kette und
in B-Stellung eine Hydroxylgruppe besitzen* [15].

Aus sdurefesten Bakterien sind bisher drei Arten von
Mycolsduren isoliert worden:

{8a] M. Gastambide-Odier, H. Grisebach u. E. Lederer, unver-
offentlichte Versuche.

[8b] M. Gastambide-Odier, J. M. Delaumény u. E. Lederer, Bio-
chim. biophysica Acta 70, 670 (1963).

[91 H. Grisebach u. H. Achenbach, Z. Naturforsch. 17b, 634
(1962).

[10] T. Kaneda, C. Butte, S. B.Taubman u. J.W. Corcoran, J.
biol. Chemistry 237, 322 (1962).

[11]1 A. J. Birch, E. Pride, R. W. Rickards u. P. J. Thomson, Chem.
and Ind. 7960, 1245.

[12] W. D. Ollis, I. O. Sutherland, R. C. Codner, J. J. Gordon u.
G. A. Miller, Proc. chem. Soc. (London) 1960, 347,

[13] H. Grisebachu. H. Achenbach, Z. Naturforsch. 175, 6 (1962).

[14] D. Gilner u. P. R. Srinivasan, Biochem. biophys. Res. Com-
mun. 8, 299 (1962).

[15] J. Asselineau u. E. Lederer, Biochim. biophysica Acta 7, 126
(1951).
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1. Aus Diphtheriebazillen ( Corynebacterium diphtheriae)
die Corynomycolséure (7) [16] und die Corynomycolen-
sdaure (8) [17] mit 32 C-Atomen.

2. Aus Nocardia-Arten die Nocardinsiduren (9) [18] mit
ungefihr 50 C-Atomen.

3. Aus Mycobakterien die Mycolsduren (10) und (/1)
mit 84 bis 88 C-Atomen [la—f,15].

HyC~ (CHy)iy~GH-CH-COOH
HO ((%Hz)la
(7) CHy

HyC- (CHp)s~ CH=CH- (CHy)y~CH-CH-COOH
HO  (CHa)
(8) CH,

CHa-(CH2)7-CH=[CZ4H45 + 3 CHZ]-CH(OH)-(IZH-COOH
((-FHZ)n
(9), n= 11 oder 13 CHj

QH (?H
C p5Hl5; - CHy~ CH- CH-CH-CH- CH-COOH
CreHas CieHzz Caaly

710)

Cl)H C‘)H
Castlsy ~CH-GH-CH, CH-CH-CH-COOH
CigHas CigHaz CagHyg

(11)
Biogenese der Mycolsduren

Mit M. Gastambide-Odier konnte gezeigt werden, daf
die Inkubation von lebenden Diphtheriebazillen mit 1-
14C-Palmitinsdure zu radioaktiver Corynomycolsidure
fiihrt, die, wie erwartet, ausschlieBlich in den Kohlen-
stoffatomen 1 und 3 markiert ist. Dies beweist die di-
rekte Kondensation von zwei Molekiilen Palmitinsdure
zur Cs-Corynomycolsdure (7) [19].

Es ist noch nicht gepriift worden, ob dieses Reaktions-
schema auch fiir die Nocardinsduren (9) und die My-
colsduren (10) und (11) der Mycobakterien gilt. Man
kann aber annehmen, daB die Nocardinsduren aus drei
Molekiilen langkettiger Fettsduren und die Mycolsduren
aus vier Molekiilen (z. B. 2xCyg + 2x Cyg = Cgg) aufge-
baut werden., Wir haben dariiber schon frither genauere
Angaben gemacht [1b—{].

Die aus Abbauversuchen von J. Asselineau [1¢,20] und
aus biogenetischen Erwigungen abgeleiteten Formeln
(10) und (11) fiir die Mycolsduren von M, tuberculosis
sind nur als Idealfille anzusehen; sicher sind viele
strukturelle Varianten moglich.

Die Tabelle 1 zeigt verallgemeinert die verschiedenen
Madglichkeiten der Fettsduresynthese, die wahrschein-

[16] E.Lederer u. J. Pudles, Bull. Soc. Chim. biol. 33, 1003 (1951).

[17] J. Pudles u. E. Lederer, Biochim. biophysica Acta 17, 163
(1953); Bull. Soc. chim. France 1954, 919.

[18] G. Michel, C. Bordet u. E. Lederer, C. R. hebd. Séances
Acad. Sci. 250, 3518 (1960).

[191 M. Gastambide-Odier u. E. Lederer, Nature (London) 184,
1563 (1959); Biochem. Z. 333, 285 (1960).

[20] J. Asselineau, Bull. Soc. chim. France 7960, 135.
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lich alle schlieBlich auf der Kondensation eines Acyl-
Coenzym A mit einem Malonyl-Coenzym A beruhen.
Die einzige Variante ist anscheinend die Natur dieses
Malonyl-CoA-Derivates.

Tabelle 1. Biosynthese bakterieller Fettsduren.

€00~
X—COSCoA | CH:\
R COSCoA

R=H X—CO-CH;COOH — normale Fettsduren

R=CH; X—CO—CH—COOH — methylverzweigte Fett-
g siduren (z. B. Mycocerosin-

CH
3 sdure)

R = Cy4Hyy X—CO—CH—COOH — Corynomycolsiure,

Nocardinsidure
Ci4Hag

R == Cy4Hyy X—CO~-~-CH-COOH — XCH(OH)CH—COOH —

Ca4Hyy
Mycolsiduren von M.tuberculosis

C24Hzy

II. Strukturen von Glykolipoiden, Peptidolipoiden
und Peptidoglykolipoiden

a) Glykolipoide
Cord-Faktor

Wir haben 1960 [1d] ausfiihrlich iiber die Strukturauf-
kldrung, Synthese und die biologischen Wirkungen des
Cord-Faktors berichtet [21a]. Formel (12) zeigt die
Struktur dieses 6.6’-Dimycolates der Trehalose. Diese
Formel ist seither hauptsichlich von japanischen For-
schern bestétigt worden; sie zeigten auch, daB in ver-
schiedenen Stimmen die Cgg-Mycolsdure durch ,.klei-
nere” Mycolsiduren (z. B. CggH13604) ersetzt sein kann
[21b].

OH
i
CHZO-CO-CIH‘CH'Ceoleo(OH)

|
OC~ G H-CH-CaoH 10(OH)
(12) Cagtyg

Der Cord-Faktor von M. phlei und M. smegmatis ent-
hilt * Mycolsduren mit zwei Carboxylgruppen (ca.
Ce7H13406) [21¢], wihrend aus M. avium-Cord-Faktor

[21a) Strukturaufkldrung des Cord-Faktors: H. Noll, H. Bloch,
J. Asselineau u. E. Lederer, Biochim. biophysica Acta 20, 299
(1956). — Synthesen: T. Gendre u. E. Lederer, Bull. Soc. chim.
France 1956, 1478; J. Polonsky, G. Ferréol, R.Toubiana u. E. Le-
derer, ibid. 1956, 1471; G. Brochéré-Ferréol u. J. Polonsky, ibid.
1958, 714 .— Ubersichtsartikel: H. Noll, Adv. Tuberc. Res. 7,
149 (1956); E. Lederer: Festschrift Arthur Stoll. Birkhduser, Ba-
sel 1957, S. 384.

[21b] I. Azuma u. Y. Yamamura, J. Biochemistry (Tokio) 52, 82
(1962).

[21¢) 1. Azama, T. Nagasuga u. Y. Yamamura, J. Biochemistry
(Tokio) 52, 92 (1962).
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aktive Pridparate isoliert worden sind, die zweibasige
Mycolsduren der ungefihren Formel CgqH640¢ enthal-
ten [22].

Japanische Autoren [23] haben kiirzlich aus den ,,fest
gebundenen® Lipoiden von Tuberkelbazillen ein Di-
arabinose-mycolat und ein 5-O-Mycolat der D-Arabi-
nose isoliert.

Mycoside A und B

Die Mycoside sind ,,typenspezifische Glykolipoide aus
Mycobakterien* [24]. Man kennt gegenwirtig die drei
folgenden Typen [25,26]:

Mycosid A: charakteristisch fiir die sogenannten atypi-
schen, photochromogenen Stimme (M. kansasii),

Mycosid B: charakteristisch fiir bovine Stimme,
Mycosid C: charakteristisch fiir avidre und verwandte
Stamme.

Die ersten zwei sind Glykolipoide, die Mycoside C sind
Peptidoglykolipoide und werden weiter unten behandelt.

CH,
H/#1

HONOH HgCO /1

H H

Mycosid A: die genaue Struktur dieser Verbindung
ist noch nicht bekannt; sie ist sicher sehr nahe verwandt
mit der des Mycosid B, dessen Struktur vor kurzem
H. Demarteau-Ginsburg [27] bestimmt hat.

Mycosid B: nach Smith et al. [26] ist diese Substanz
(Fp = 25 °C, [«]p = 22 °) ein Glykolipoid, das ein Mo-
lekiil 2-O-Methylrhamnose und zwei Molekiile Myco-
cerosinsdure in Verbindung mit einem ,,aromatischen
Analogen des Phthiocerols‘ enthdlt.

Das von uns analysierte Mycosid B enthilt ein Molekiil
normaler Fettsduren (vor allem Palmitinsdure) sowie ein
Molekiil Mycocerosinsiure (vor allem die Cpo-Myco-
cerosinsdure). Der Zucker wurde als 2-O-Methyl-p-
rhamnose erkannt [27].

Nach Elementaranalyse und Massenspektrometrie hat
das ,,aromatische Analoge des Phthiocerols*, das wir
,»Phenolglykol B nennen, die Formel C3;HsgO04. UV-,
IR- und NMR-Messungen zeigen, daB ein p-Phenol vor-
liegt; Massenspektrometrie des Phenol-methyldthers
zeigt ferner, daB diese Substanz das Fragment
CH3;0-C¢Hy—CH,— enthilt.

[22] A. M. Miquel, H. Ginsburg u. J. Asselineau, Bull. Soc. Chim.
biol. 45, 715 (1963).

[23]1 I. Azuma u. Y. Yamamura, J. Biochemistry (Tokio) 52, 142,
200 (1962); 53, 275 (1963).

[24] D.W. Smith, H. M. Randall, A. P. MacLennan u. E. Lederer,
Nature (London) 186, 887 (1960).

[25]1 D. W. Smith, H. M. Randall, A. P. MacLennan, R. K. Putney
u. S. ¥. Rao, J. Bacteriol. 79, 217 (1960).

[26] D.W. Smith, H. M. Randall, M. Gastambide-Odier u. A. L.
Koevoet, Ann. N.Y. Acad. Sci. 69, 145 (1957).

[27] H. Demarteau-Ginsburg u. E. Lederer, Biochim. biophysica
Acta 70, 442 (1963).

244

Die Gegenwart eines Methoxyl-Restes sowie einer wahr-
scheinlich sekundiren -Glykol-Gruppierung wies tat-
sdchlich auf eine Ahnlichkeit mit Phthiocerol (2) hin, die
im Massenspektrum bewiesen werden konnte. Banden bei
den Massen 73 und 101 sprechen in Analogie mit dem
Massenspektrum des Phthiocerols fiir die Gruppen
—CH(OCH3)-CH>—CH3 (M/e = 73) und
—CH(CH3)-CH(OCH3)—-CH,—CH3 (M/e = 101).

Die beiden Enden der aliphatischen Kette des ,,Phenol-
glykol B* sind also festgelegt; man kann ihm die Formel
{13) zuschreiben.

OCH,3

HO—@-CHr (CHy)- CH-CHj= G H=(CHy)y- GH- CH- CHy- CH,

OH OH CH,
(13)

Im Mycosid B ist der Zucker B-glykosidisch an das
phenolische Hydroxyl des ,,Phenolglykol B¢ gebunden.
Die zwei Fettsduren verestern die aliphatischen Hy-
droxyle. Mycosid B hat demnach Formel (14) [27].

OCH,
—O—CHZ (CHp)e-CH- (,H2 GH-(CHyly-CH- ¢n- CH,-CH,
¢,
CHy- (CHy) 14 -to  oé-[cu CH, ]~ (CH,) 14~ CH,
[CH-? ]3
(14), x +y = 16
Phospholipoide

Die Arbeiten von Anderson [la] hatten vor allem ge-
zeigt, daB die Phospholipoide der Mycobakterien stick-
stoffarm sind und Inosit und D-Mannose enthalten.
Eine ,,Manninositose** aus zwei Molekiilen b-Mannose
und einem Molekiil meso-Inosit wurde charakterisiert
[1a].

Neuere Arbeiten von E. Vilkas, teilweise mit C. Ballou,
in Gif haben gezeigt, daB in menschlichen Stimmen, im
BCG [*] sowie in M. phlei besonders folgende Typen
von stickstoff-freien Phospholipoiden vorkommen [28]:

1. Ein zuckerfreies Phosphoinositid, in dem, wie in allen
anderen derartigen Verbindungen pflanzlichen oder tie-
rischen Ursprungs, die Phosphorsiure an das 1r-1-
Hydroxyl des meso-Inosits gebunden ist.

2. Ein mono-«-D-Mannopyranosid eines Phosphoinosi-
tids; nach synthetischen Arbeiten von Angyal und Shel-
ton [29] ist die Mannose an das p-1-Hydroxyl des Inosits
gebunden.

3. Ein Di-z-p-mannopyranosid eines Phosphoinositids;
nach E. Vilkas liegt eine a-(1 — 6)-D-Mannobiose vor
[30].

4. Ein Pentamannosid eines Phosphoinositids [31, 32].

[*] BCG = Bacillus Calmette-Guérin.

[28] C. E. Ballou, E. Vilkas u. E. Lederer, J. biol. Chemistry 233,
69 (1963).

[29] S. J. Angyalu. B. Shelton, Proc. chem. Soc. (London) 1963,
57.

[30] E.Vilkas u. E. Lederer, Bull. Soc. Chim. biol. 42, 1013 (1960).
[31] S. Nojima, J. Biochemistry (Tokio) 46, 607 (1959).
[32) M. C. Pangborn, Fed. Proc. 17, 1133 (1958).
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Die Anwesenheit des von uns friiher [1f] vermuteten Triman-
nosids konnte neuerdings nicht bestéitigt werden.

Die friiher in Phospholipoiden oft gefundenen Aminosiuren,
vor allem rL-Ornithin [33], stammten wahrscheinlich aus
Verunreinigungen durch Peptidolipoide [34]. Houtsmuller
und Van Deenen [35] haben allerdings vor kurzem aus M.
cereus ein Phosphatidylglycerin isoliert, das esterartig gebun-
denes Ornithin enthilt (siehe auch [36]).

b) Peptidolipoide

Die im folgenden beschriebenen Peptido- und Peptido-
glykolipoide sind aus mehreren Griinden bemerkens-
wert:

1. Sie sind eine neue Form fettloslicher Peptidderivate.

2. Sie enthalten fast ausnahmslos eine oder mehrere p-
Aminosduren,

3. Sie enthalten manchmal in der Natur nur sehr selten
vorkommende Aminosiuren.

Einige haben interessante biologische Eigenschaften.

Das Studium dieser wohldefinierten Verbindungen ist auch
im Hinblick auf neuere Hypothesen [37], die bei der Protein-
synthese eine lipoidlésliche Stufe annehmen, von Bedeutung.
Fortuitin: das Fortuitin, Fp = 199 bis 202 °C, [«]p =
—72°, C53HgsN7011 + 2 CH,, wurde aus M. fortuitum
isoliert; es enthilt ein Gemisch homologer Fettsduren
(hauptsdchlich Palmitinsidure), die amidartig mit einem
Heptapeptid Val3,Thry,Ala;,Pro; verbunden sind [381.
Als bisher einzige Verbindung dieser Gruppe enthilt
das Fortuitin nur L-Aminosauren.

Die Gegenwart einer Methoxylgruppe, die neutrale Re-
aktion des Fortuitins sowie eine positive Hydroxamat-
Reaktion sprechen fiir eine Veresterung der Peptidkette
mit Methanol; tatsichlich zeigt das NMR-Spektrum des
Fortuitins ein Signal bei 3,64 ppm, das einer Methoxy-
carbonyl-Gruppe entsprechen konnte,

Chemische und enzymatische Partialhydrolysen haben
schlieBlich zur Formel (15) fiir das Fortuitin gefiihrt
[39], in der ein Molekiil Essigsidure die Hydroxylgruppe
eines der Threonin-Molekiile verestert.

Ac
Feummmuann'
CH3(CH,),CO-Val-Val-Val-Thr-Thr-Ala-Pro-OCH,
(15), n =16, 18, 20
Peptidolipin NA: 1958 beschrieben wir mit Guinand

und Michel [40] ein Gemisch von Peptidolipoiden, das
aus Nocardia asteroides isoliert worden war ; vor kurzem

63] T. Gendre u. E. Lederer, Ann. Acad. Sci. fennicae, Ser. A II,
60, 313 (1955).

[34] F. Paul u. E.Vilkas, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 254,
3915 (1962).

[35} U. M. T. Houtsmuller u. L. L. M.Van Deenen, Biochim.
biophysica Acta 70, 211 (1963).

{361 M. A. Lanéelle, G. Lanéelle u. J. Asselineau, Biochim. bio-
physica Acta 70, 99 (1963).

[37) R.W. Hendler, Nature (London) 193, 821 (1962).

[38] E.Vilkas, A. M. Miquel u. E. Lederer, Biochim. biophysica
Acta 59, 731 (1962).

[39]1 P. Jollés, E. Vilkas u. E. Lederer, unveroffentlichte Versuche.

[40] M. Guinand, G. Michel u. E. Lederer, C. R. hebd. Séances
Acad. Sci. 246, 848 (1958).
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ist es Guinand und Michel [41] gelungen, durch Gegen-
stromverteilung aus diesem Gemisch eine reine Verbin-
dung zu isolieren. Der Name Peptidolipin NA ist vor-
geschlagen worden; die Substanz, Fp = 232 bis 233 °C,
[xlp = +42°, C47Hg3N7012, enthilt eine Fettsdure, die
amidartig an ein Heptapeptid 1.-Thrj, L-Ala;, p-Ala;y,
L-Valy, p-allo-Ileu;, L-Pro; gebunden ist.

Das von Tkawa vund Snell [42] hier gefundene D-allo-Isoleucin
ist bisher nur von Breckmann et al. {43] aus Actinomycin C;
isoliert worden.

Die durch energische saure Hydrolyse des Peptidolipin
NA erhaltene Fettsdure hat sich im Gaschromatogramm
als homogen erwiesen und wurde als 2-trans-Eicosen-
sdure erkannt [44].

Die saure Partialhydrolyse ergibt ein N-acyliertes L-
Threonin, freies L-Threonin sowie ein Hexapeptid der

Struktur:
L-Thr-L-Val-p-Ala-L-Pro-D-allo-lleu-L-Ala.

Da das Peptidolipin NA keine freie Carboxylgruppe hat,
eine positive Hydroxylamin-Reaktion zeigt und nach
Reduktion mit LiAlH4 Threoninol ergibt [45], nehmen
wir eine cyclische Struktur an, in der die Carboxyl-
gruppe eines Threonins die OH-Gruppe des zweiten
Threonins verestert. Vorsichtige saure Hydrolyse 6ffnet
den Ring an der Stelle der Esterbindung, und man er-
hilt so eine Substanz, die noch die Fettsdure sowie alle
sieben Aminosiduren enthilt. In dieser Substanz ist jetzt
ein C-endsténdiges Threonin nachzuweisen.

(L-Thr) §
. . . y—C
CHj- (CHy) ;- CH=CH-CO-NH-CH TR va

HC-CH,q

D-Ala

(16)
=0

O—0
e
v
s
IS

(L-Thr) HeC-CH-CH
OH N,

Formel (16) erklart in zufriedenstellender Weise alle
Reaktionen des Peptidolipin NA [44]. Sie erinnert an
die Strukturen mehrerer Antibiotika, z. B. des Etamy-
cins [46] und des Telomycins von Shechan et. al. [47],
der Actinomycine von Brockmann und Mitarbeitern

[41} M. Guinand u. G. Michel, C. R. hebd. Séances Acad. Sci.
256, 1621 (1963).

[42] M. Ikawa u. E. E. Snell, Biochim. biophysica Acta 60, 186
(1962).

[43] H. Brockmann, N. Grubhofer, W. Kass u. H. Kalbe, Chem.
Ber. 84, 260 (1951).

[44) M. Guinand, G. Michel u. E. Lederer, unveroffentlichte Ver-
suche. Nach neueren Versuchen sieht es so aus, als ob die 2-
trans-Eicosensiure wihrend der sauren Hydrolyse des Peptido-
lipin NA durch 8-Eliminierung aus der 3-Hydroxy-eicosansdure
hervorgeht; das Hydroxyl dieser Sdure widre demnach mit dem
Carboxyl des endstindigen Threonins verestert, und Formel (16)
wire entsprechend zu fndern.

[45] Nicht Alaninol, wiein der ersten Mitteilung[41] irrtiimlicher-
weise angegeben wurde.

[46] J. C. Sheehan, H. G. Zachau u. W. B. Lawson, J. Amer.
chem. Soc. 80, 3349 (1958).

[47] J. Sheehan et al., J. Amer. chem. Soc. 85, 2868 (1963).
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[48], des Staphylomycins S [49] und der Ostreogrycine
{501, die alle einen aus 5 bis 7 Aminosiuren gebildeten
Lactonring haben, in dem ein Molekiil Threonin den
Ring schlieBt und an seiner Aminogruppe acyliert ist.

Peptidolipoide von M. paratuberculosis: Lanéelle
und Asselineau [51] haben aus M. paratuberculosis (M.
johnei) ein Gemisch von Peptidolipoiden isoliert; die
Hauptfraktion scheint das n-Eicosamid eines Tetrapep-
tids zu sein, das je ein Molekiil b- und L-Phenylalanin,
sowie zwei Molekiile L- Alanin enthilt ; die C-endsténdige
Carboxylgruppe der Peptidkette ist hier wieder mit
Methanol verestert.

¢) Peptidoglykolipoide

Die Mycoside C

Zwei Vertreter dieser Gruppe wurden nidher untersucht:

das Mycosid C;, Fp = 200°C, [a]p = —34 °, CgeH;53N502; + 3 CH;

aus M. avium [52], und

das Mycosid Cm, Fp = 198 bis 200 °C, {a]p = —31°, CyosH13sN7O023 &
3 CH; 53], aus M. marianum.

Beide Verbindungen haben folgende Eigenschaften:

1. Der Lipoidteil ist amidartig mit der NH,-Gruppe
eines Molekiils p-Phenylalanin verkniipft; letzteres ist
die N-endstindige Aminosdure eines Oligopeptids.

2. Der Peptidteil der zwei Mycoside hat die Struktur
D-Phe-(p-allo-Thr-p-Ala), mit n = 2 fiir das Mycosid C,
und n = 3 fiir das Mycosid C,,. — Es ist recht bemer-
kenswert, dafl nur D-Aminosiuren vorhanden sind;
auBerdem wurde hier zum erstenmal das p-allo-
Threonin in der Natur gefunden [54].

3, Das C-endstindige Carboxyl einer Molekel p-Ala ist
esterartig an das reduzierende Hydroxyl eines Desoxy-
zuckers gebunden. Hydroxylamin hydrolysiert diese
Bindung leicht und setzt den Zucker frei. Natriumbor-
hydrid reduziert die Bindung unter Bildung des ent-
sprechenden Desoxyhexits; dies beweist, da3 das Carb-
oxyl der Aminosdure an das reduzierende OH des Des-
oxyzuckers gebunden ist.

4. Ein oder zwei Molekiile Desoxyzucker sind an das
OH von ¢in oder zwei Molekeln p-allo-Threonin gebun-
den.

5. Zwei bis drei Molekiile Essigsdure verestern die rest-
lichen freien Hydroxyle der Zucker dieser Mycoside.

[48] H. Brockmann u. P. Boldt, Naturwissenschaften 50,19 (1963).

[49]1 H.Vanderhaeghe u. G. Parmentier, J. Amer. chem. Soc. §2,
4414 (1960).

[50] Lord Todd, Symposium International de Chimie Organique,
Briissel, Juni 1963.

[511 G. Lanéelle u. J. Asselineau, Biochim. biophysica Acta 59,
731 (1962).

[521 M. Chaput, G. Michel u. E. Lederer, Biochim. biophysica
Acta 78, 329 (1963).

[53) M. Chaput, G. Michel u. E. Lederer, Biochim. biophysica
Acta 63, 310 (1962).

[54) M. Ikawa, E. E. Snell u. E. Lederer, Nature (London) 188,
558 (1960).
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Mit Chaput und Michel wurden fiir die beiden Mycoside
die Formeln (17) und (18) vorgeschlagen [*]. Mycosid
C, ist in Wirklichkeit ein Gemisch von zwei Peptido-
glykolipoiden, von denen eines am Ende der Peptidkette
die 6-Desoxy-L-talose, das andere 3-O-Methyl-6-des-
oxy-L-talose enthilt. Fiir weitere Einzelheiten der
Strukturaufkliarung sei auf die ausfiihrlichen Arbeiten
verwiesen [52,53].

(18), Mycosid Cp,

Es ist bemerkenswert, dafl die Natur hier drei verschie-
dene Mittel anwendet, um einen Zucker fettlGslich zu
machen: Reduktion der CH,OH-Gruppe in Position 6
zur CH3-Gruppe, O-Methylierung und O-Acetylierung.

D-Wachse

Alle Mycobakterien-Stimme enthalten 2 bis 8 9 einer
Glykolipoid-Fraktion, die mit Chloroform extrahiert
werden kann und in siedendem Aceton unlGslich ist
[1b—f]. Der grofite Teil dieser D-Wachse der bovinen,
avidren und saprophytischen Stimme sind Glykolipoide,
die keine Aminosiduren enthalten und in denen die My-
colsduren mit einem Polysaccharid aus Arabinose, Ga-
laktose und Mannose verestert sind.

Die D-Wachse der menschlichen Stimme von M, tuber-
culosis enthalten iiberdies einen Peptidteil und Ami-
nozucker, die an das Polysaccharid gebunden sind. Der
[*] Die Formel des Lipoidteils ist nur aus der Elementaranalyse
des intakten Mycosids nach Abzug der Aminoséuren und Zucker

abgeleitet worden. Es handelt sich in Wirklichkeit um ein kom-
pliziertes Gemisch.
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HC-CH,
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CygHes"CO-NH-CH  HC-CO-NH-CH-CO-NH-CH
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NH-CH-CO CH, o)
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Q CH,
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A} H CH,CO~-O
H,CO O~COCH,
(17}, Mycosid C,, R = H, CH,
H
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H/CH,
H
(CH3-CO-),4HO\H H
CoHs OH OH C|>
OH CH, CHy CHy co
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Peptidteil ist besonders interessant, weil er anscheinend
fir die immunologische Adjuvanswirkung [*] der D-
Wachse bestimmend ist. v

In diesem Peptidteil findet man die typischen ,,Zellwand-
Aminoséuren** der Mycobakterien, nimlich meso-et.a’
Diaminopimelinsdure (meso-DAP), bp-Glutaminsiure
und D- sowie L-Alanin [55]. In den meisten Fillen sind
die Proportionen fast genau meso-DAP,, D-Gluy,
D-Ala,, L-Ala; [56]. Diese sieben Aminosdure-Molekiile
bilden ein Heptapeptid, flir das vorldufig zwei Struktu-
ren (19) oder (20) in Betracht kommen [57].

meso-DAP-D-Ala-D-Glu-D-Glu~L-Ala-meso-DAP-L-Ala

(19)

D-Ala»D-Glu
meso-DAP L~Ala
L-Ala*D-Glu*meso-DAP

(20)

Die Bindung des Heptapeptids an das Polysaccharid ist
resistent gegen Reduktion mit Natriumborhydrid und
gegen 0,01 N NaOH, was eine Esterbindung auszu-
schlieBen scheint, Vielmehr ist das Heptapeptid offen-
bar amidartig mit der Carboxylgruppe eines meso-DAP
an die NH,-Gruppe von Galaktosamin gebunden; der
Aminozucker ist glykosidisch mit Arabinose verkniipft.

Vor kurzem gelang es, D-Wachse menschlicher Stimme
durch Ultrazentrifugation in Ather in mehrere deutlich
verschiedene Fraktionen zu zerlegen [58]:

1. eine ,,leichte* Fraktion (6 bis 10 ¢ des D-Wachses),
die in Ather geldst bleibt, aminosiure-frei ist und keine
Adjuvanswirkung zeigt, sowie

2. mehrere ,,schwere** Fraktionen, die nach 15 bis 150
Minuten sedimentieren.

Alle ,,schweren** Fraktionen enthalten die schon er-
wihnten Aminosduren, in der ungefihren Proportion
meso-DAP,, Glu,, Alas. In einer Fraktion ist ein Glu
durch Gly ersetzt.

In diesen durch Ultrazentrifugation gereinigten Frak-
tionen wurde auch zum erstenmal Muraminsiure (3-O-
Lactyl-p-glucosamin) festgestellt, was wiederum fiir die
biochemische Analogie zwischen D-Wachsen und der
Zellwand spricht [59].

Alle unsere Resultate scheinen darauf zu deuten, daB
in den D-Wachsen menschlicher Stimme ein, zwei oder
drei Molekiile Heptapeptid durch Galaktosamin an das
Polysaccharid gebunden sind. Formel (21) zeigt eine
hypothetische Struktur.

Nach den Ergebnissen der Ultrazentrifugation des was-
serloslichen Teils der D-Wachse ist das Molekularge-
wicht des peptidhaltigen Mucopolysaccharides ca.

[*] Als Adjuvans bezeichnet man eine Substanz, die bei gemein-
samer Applikation mit cinem Antigen die Antikdrperbildung sti-
muliert (sieche weiter unten).

[55) C.S.Cumminsv. H. Harris, J. gen. Microbiol. 78, 173 (1958).
[56] J. Asselineau, H. Buc, P. Jollés u. E. Lederer, Bull. Soc.
Chim. biol. 40, 1953 (1958).

{571 P. Jollés, H. Nguyen-Trung-Luong-Cros u. E. Lederer, Bio-
chim. biophysica Acta 43, 559 (1960).

{58] P. Jolles, D. Samour u. E. Lederer, Arch. Biochem. Bio-
physics, Suppl. 1, 283 (1962).

{391 P. Jollés, D. Samour u. E. Lederer, Biochim. biophysica
Acta 78, 342 (1963).
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Heptapeptid

Tkt - ___,_A_xlq_ifi_- _____ 2 L.-Ala, 1 D-Ala,
bindung 2 D-Glu, 2 meso-DAP

1 n
1

glykosidische
Bindung
)

1

)
Polys accharid
etwa 180 Molekiile
Arabinose
Galaktose
Mannose
Glucosamin
Galaktosamin
Muraminsiure

Mycolsduren

etwa 80
Molekiile

bindung

(2),n=1,2,3

35000. Da das D-Wachs ca. 25 % Mucopolysaccharid
enthilt, wire das minimale Molekulargewicht des in-
takten D-Wachses ca. 140000,

Die Ultrazentrifugation von D-Wachsen boviner,
avifirer und saprophytischer Stimme in Ather hat ana-
loge Fraktionen ergeben, nur mit dem Unterschied, da8
»,schwere** Fraktionen hier meist nur in geringer Menge
anfallen und der grofte Teil in Ather bleibt. Diese 16s-
lichen Fraktionen enthalten keine Aminosduren und
sind als Adjuvantien unwirksam (59, 60].

Einige ,,schwere** Fraktionen aus M, avium und M. phlei
enthalten einen Peptidteil, der dem der D-Wachse aus
menschlichen Stimmen sehr #hnlich ist; diese Frak-
tionen sind auch als Adjuvantien wirksam.

Eine besondere Stellung nehmen die D-Wachse der so-
genannten ,,atypischen photochromogenen* Stimme
(M. kansasii) ein; sie verhalten sich bei der Ultrazentri-
fugation in Ather genau wie die D-Wachse menschlicher
Stimme: sie sedimentieren bis auf wenige Prozent und
enthalten das typische Heptapeptid sowie Aminozucker;
sie sind als Adjuvantien wirksam [59, 60].

III. Biologische Wirkungen

Tabelle2 gibt eine Ubersicht der an Lipoid-Fraktionen des
Tuberkelbazillus beobachteten biologischen Wirkungen,
Uber die Bildung von Tuberkeln scheinen nur #ltere An-
gaben vorzuliegen ; diese wurden schon 1960 zitiert [1d].

Tabelle 2. Beziehungen zwischen biologischer Wirkung und chemischer
Konstitution der Lipoide von Tuberkelbazillen.

Biologische Wirkung Chemische Konstitution der Lipoide

Bildung von Tuberkeln Verzweigte Fettsiduren (Phthiensduren,
Mycocerosinsduren, Mycolsiuren

und deren Ester)

Gewichtsverlust,
Haemorrhagien, Tod

Cord-Faktor (6.6’-Dimycolat der
Trehalose)

Adjuvanswirkung,
Granulom,
verzdgerte Hypersensibilitit

D-Wachse (Peptidoglykolipoide)

Immunisierung Phosphoglykolipoide (7)

Wir haben uns in den letzten Jahren vor allem fiir Ad-
juvanswirkung und Immunisierung interessiert.

[60) R. G.White, P. Jollés, D. Samour vu. E. Lederer, Immunology,
im Druck.
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a) Adjuvanswirkung

Vor allem aus Arbeiten von Freund [61] ist bekannt ge-
worden, daB} abgetotete Tuberkelbazillen in Paraffindl-
Suspension einen Adjuvanseffekt autweisen, das heif3t:
injiziert man einem Tier die Bakterien-Suspension zu-
sammen mit einem Antigen, so beobachtet man ein star-
kes Ansteigen der AntikOrper-Bildung. White, Bern-
stock, Johns und Lederer [62] bewiesen, dall die D-
Wachse fiir diese Aktivitidt verantwortlich sind und daB
nur die D-Wachse humaner Stimme, also nur die, in
denen die drei Aminosduren Ala, Glu und meso-o.o’-
Diaminopimelinsdure vorkommen, aktiv sind.

Seither wurden D-Wachse weiter gereinigt, und es ergab
sich, wie erwihnt, dal D-Wachse nicht-menschlicher
Stimme in kleiner Menge auch ein Peptidoglykolipoid
enthalten, das chemisch der Hauptfraktion der D-
Wachse menschlicher Stimme sehr dhnlich ist [59].

Die biologischen Versuche von White (am London Hos-
pital) haben gezeigt, daB nur die Fraktionen, die das
Heptapeptid DAP;,D-Gluy,Ala; enthalten, Adjuvans-
wirkung besitzen. Diese Wirkung scheint der im D-
Wachs vorhandenen Menge an Heptapeptid propor-
tional zu sein [62a].

Unwirksam sind folgende Substanzen: der wasserios-
liche Teil der D-Wachse, Mycolsiduren, die Wachse A, B
und C, Fortuitin, Peptidolipin NA, die Mycoside C; und
Cm, €in synthetisches Galaktolipoid (22), das 6-O-
Stearyl-2-p-glutamyl-B-D-methylgalaktopyranosid [63],
sowie das Distearylamid des meso-a.a’-Diaminopimelin-
sidure-dimethylesters.

1]
CH,~0-C-C jqHgs

0
HO OCH,

OH
(22)
%
HOOC- (Cly),- CH-C=0

(-G1u) NH,

Nach White geht die Adjuvanswirkung immer parallel
mit der Bildung eines Granuloms an der Injektionsstelle
und mit der fiir Tuberkulose typischen verzégerten Hy-
persensibilitdt [*1.

Es sei noch bemerkt, daB die Adjuvanswirkung der D-Wachse
viel ldnger anhalt als die durch die Endotoxine gramnegativer
Bakterien hervorgerufene [65].

[611 J. Freund, Adv. Tuberc. Res. 7, 130 (1956).

[62] R. G.White, L. Bernstock, R, G. S. Johns u. E. Lederer,
Immunology I, 54 (1958).

[62a] R. G. White, unverdffentlichte Versuche.

[63] M. Cerny, J. Moron u. E. Lederer, Bull. Soc. Chim. hiol.
45, 601 (1963).

[*} Diese Wirkung wurde frither nach Versuchen von Raffel [64]
im allgemeinen den Zuckerestern der Mycolsduren zugeschrie-
ben; dies hat sich in den Versuchen von White nicht bestitigen
lassen.

[64] S. Raffel, J. Asselineau u. E. Lederer: Experimental Tuber-
culosis, A Ciba Foundation Symposium. Churchill, London
1955, 8. 174,

[65) J. Munoz, J. Immunol. 90, 132 (1963).
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Wir versuchen gegenwirtig mit Bricas [66] durch Ver-
wendung von Enzymen stereospezifisch Peptide der
meso-z.o.’-Diaminopimelinsdure  herzustellen; solche
Peptide miiften mit Mycolsdureestern von Zuckern ver-
bunden werden, um zu synthetischen Adjuvantien zu
gelangen.

b) Immunisierung

Die meisten Autoren scheinen darin libereinzustimmen,
daB weder Tuberkulin noch andere Proteine oder Poly-
saccharide des Tuberkelbazillus Tiere gegen experimen-
telle Tuberkulose zu immunisieren vermogen.

Andererseits gibt es verschiedene Angaben, dal mehr
oder weniger gereinigte Lipoidfraktionen dies vermo-
gen. So haben schon vor mehr als 40 Jahren Boguet und
Négre [67] am Pasteur-Institut in Paris einen Methanol-
extrakt von M. tuberculosis hergestellt, den sie ,,Anti-
géne méthylique** nannten und mit dem sie Tiere gegen
Tuberkulose immunisieren konnten. Diese Versuche
sind 1956 von Weiss und Dubos [68] bestitigt und er-
weitert worden. Wir haben uns seither auch fiir diese
Fraktion interessiert, deren immunogene Wirksamkeit
von H. Bloch an Miusen gepriift wurde. Eine Zeitlang
schien sich die Wirksamkeit in einer atherunloslichen
Phosphatidfraktion anzureichern, und wir meinten,
eine reine, als Phosphatidyl-inosito-trimannosid analy-
sierte Fraktion in Hidnden zu haben [1f]; das hat sich
jedoch nicht bestétigt, so daf3 die immunisierende Sub-
stanz (oder Substanzen) im ,,Antigéne méthylique** noch
zu identifizieren sind.

Es gibt auch Angaben iiber immunisierende Wirkungen des
sogenannten PmKo {691, einer Lipoidfraktion, die dem von
uns beschriebenen D-Wachs chemisch sehr nahe steht. Nach
Crowle [70] waren drei von vier solcher PmKo-Priaparate

wirksam; derselbe Autor fand allerdings auch Wachs B wirk-
sam, was bisher noch nie beobachtet worden ist.

Nach Larson, Ribi et al. [71] haben Zellwinde von M. tuber-
culosis (BCG) keine immunisierende Wirkung, wenn die Ba-
zillen im Wasser aufgebrochen werden, wohl aber, wenn dies
in Paraffindl getan wird. Die Bedeutung dieses Befundes ist
noch unklar.

Es ist andererseits a priori wahrscheinlich, daB eine
starke Immunitét, die sich mit der vom BCG hervorge-
rufenen vergleichen liee, nur durch Verwendung von
zwei oder mehreren Antigenen zu erzielen ist. Anzeichen
fiir eine Dualitit finden sich in der Arbeit von Williams
und Dubos [72]. Das Problem kompliziert sich auBer-
dem durch das gleichzeitige Auftreten einer ,,nicht
spezifischen Resistenz*, wie sie auch durch die En-

[66] E. Bricas, C. Nicot u. E. Lederer, Bull. Soc. Chim. biol. 44,
1115 (1962); C. Nicot u. E. Bricas, C. R. hebd. Séances Acad.
Sci. 256, 1391 (1963).

[671 A. Boguet u. L. Négre, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales 86,
581 (1922); L. Neégre: Les Lipoides dans le Bacille Tuberculeux
et la Tuberculose. Masson, Paris 1950.

[68] D.W.Weiss u. R. J. Dubos, J. exp. Med. 103, 73 (1956).

[69) N. Choucroun, Amer. Rev. Tuberc. 56, 203 (1947).

[70] A. J. Crowle, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 109, 969 (1962).
[71]1 C. L. Larson, E. Ribi, W. C. Wicht, R. H. List u. G. Goode,
Nature (London) 798, 1214 (1563).

[72} C. A. Williams w. R. J. Dubos, J. exp. Med. 110, 981
(1959).
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dotoxine gramnegativer Bakterien hervorgerufen wer-
den kann,

Unsere Arbeiten wurden von der Fondation Waksmann
pour le Développement des Recherches Microbiologiques
en France sowie durch Grant AI-02838 vom National

Institute of Allergy and Infectious Diseases (U.S. Public
Health Service) unterstiitzt. Eine Subvention des Com-
missariat a I’Energie Atomique (Saclay) hat die An-
schaffung von Isotopen ermoglicht,

Fingegangen am 12, September 1963 [A 356]

Fortschritte in der Synthese von 19-nor-Steroiden

VON THOMAS B. WINDHOLZ UND MARTHA WINDHOLZ

MERCK SHARP & DOHME RESEARCH LABORATORIES, RAHWAY, N.J. (USA)

In dieser Arbeit werden verbesserte Wege zur Darstellung von 19-nor-Steroiden beschrie-
ben. Sie beruhen auf neuen Totalsynthesen des Ostrons und auf der intramolekularen
Funktionalisierung und Eliminierung der Methylgruppe C-19 in Androstan-Derivaten.

A. Totalsynthesen

1. Syntheseschema AD - ABCD
2. Syntheseschema CD - ACD - ABCD
3. Syntheseschema AB - ABD - ABCD

Einleitung

Nichtaromatische 19-nor-Steroide haben in den letzten
zehn Jahren als anabolisch wirkende Stoffe [1] und als
Gestagene zur Ovulationshemmung [2] Bedeutung er-
langt. Einige Anabolica mit giinstigem Verhiltnis von
anabolischer zu androgener Aktivitit sind: 19-nor-
Testosteron (4), R1 = H, cinige seiner Ester (Rl =
Acyl) und [7x-Alkyl-Derivate, z. B. (7), R2 = C,Hs.
Gestagene Wirkung zusammen mit ausgepriagter Gona-
dotropin-Hemmung zeigen bei oraler Applikation
Noréthisteron (7), R2 = —C=CH, Norithinodrel (6),
R2 = —C=CH, sowie die kiirzlich beschricbenen 19-
nor- A4.9(10- Androstadien-3-one (8), R2 = -C=CH [3]
und R2 = —C=CCl [4].

Bis 1961 beruhte die Darstellung dieser Substanzen [5]
fast vollkommen auf der Birch-Reduktion [6] des einzigen
allgemein zuginglichen 19-nor-Steroids, d.h. des
Ostrons (1), R = H, oder seines 3-Methyliithers (1),

[1] Zusammenfassung: B. Camerino u. G. Scala, in E. Jucker:
Progress in Drug Research. Birkhduser, Basel 1960, Bd. 2, S. 71.
[2] G. Pincus u. A. P. Merrill, in C. A.Villee: Control of Ovula-
tion. Pergamon Press, New York 1961, S. 37.

[31 M. Perelman, E. Farkas, E. J. Fornefeld, R. J. Kraay u. R. T.
Rapala, J. Amer. chem. Soc. 82, 2402 (1960).

[4al J. H. Fried, T. S. Bry, A. E. Oberster, R. E. Beyler, T. B.
Windholz, J. Hannah, L. H. Sarett u. S. L. Steelman, J. Amer.
chem. Soc. 83, 4663 (1961).

[4b] C. Burgess, D. Burn, J. W. Ducker, B. Ellis, P. Feather, A. K.
Hiscock, A. P. Leftwick, J. S. Mills u. V. Petrow, J. chem. Soc.
(London) 1962, 4995.

[5] Eine detaillierte Beschreibung dieser Reaktionen findet sich
in L. F. Fieser u. M. Fieser: Steroide. Verlag Chemie, Weinheim/
Bergstr, 1961, S. 639.

[6a] A. J. Birch u. H. Smith, Quart. Rev. (Chem, Soc. London)
12, 17 (1958).
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4. Andere Synthesen
B. Aromatisierung des Ringes A
C. Intramolekulare Funktionalisierung von C-19
D. Praktisch brauchbare Synthesen von 19-nor-Steroiden
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[6b] Neuere Verbesserungen: H. L. Dryden, G. M. Webber, R. R.
Burtner u. J. A. Cella, J. org. Chemistry 26, 3237 (1961); B. Pelc,
Coll. czechoslov. chem. Commun, 27, 2706 (1962).

[6c] Zusammenfassung: F. J. Kakis in C. Djerassi: Steroid Reac-
tions. Holden-Day, San Francisco 1963, S. 267.

[6d] Die in diesem Abschnitt wiedergegebenen Strukturformeln
bezeichnen jeweils nur ein Enantiomer. Im Text sind auch dann
stets die Racemate gemeint, wenn die Bezeichnung () fehit.
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