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Bromothricin?

Das von einem Stamm von S#repfomyces antibioticus
(WaksmaN und WooDRUFF) WaksMaN und HENRICI
1948, Stamm Tii 99, gebildete Antibiotikum Chlorothricin,
CyoH¢3ClOy 4, besitzt als chlorhaltigen Baustein einen Rest
der 5-Chlor-2-methoxy-6-methylbenzoesdure 1, der tiber
eine Esterbindung an eine Zuckerkomponente gebunden
ist?. Daneben produziert der gleiche Stamm das ent-
sprechende chlorfreie Antibiotikum Deschlorothricin mit
einem Rest der Sdure 2 als Baustein. Durch Ziichtung
des Stammes Ti 99 auf der frither beschriebenen Néahr-
losung, der zusitzlich 5 g Kaliumbromid pro Liter bei-
gefiigt waren, haben wir gepriift, ob der Aktinomyzet in
der Lage ist, Brom anstelle von Chlor in das Antibio-
tikum einzubauen. Die nach 96 h geerntete Kultur (101)
wurde nach dem fiir das Chlorothricin angegebenen Ver-
fahren aufgearbeitet. Nach einer 600stufigen Craig-
Verteilung (Losungsmittel wie beim Chlorothricin?) wur-
den 1,64 g eines nahezu farblosen amorphen Pulvers
erhalten, das sich nicht umkristallisieren liess. Bei der
Diinnschichtchromatographie verhielt sich das Produkt
einheitlich und zeigte den gleichen Rf-Wert wie das
kristallisierte Chlorothricin-Deschlorothricin-Gemisch 2.

Um zu untersuchen, ob sich ein bromhaltiges Analoges
des Chlorothricins gebildet hatte, wurden 400 mg Anti-
biotikum mit Schwefelsiure in Methanol abgebaut (Be-
dingungen wie beim Chlorothricin). Durch Chromato-
graphie an Kieselgel wurden 83 mg Methanolyseprodukt
B’, 37. mg Mischfraktion und 114 mg Methanolyseprodukt
C erhalten. Das letztere wurde durch Umkristallisieren
aus Azeton-Ather in farblosen Kristallen (Smp. 227-228°)
gewonnen und erwies sich nach Mischsmp., IR-Absorp-
tionsspektrum und Rf-Wert als identisch mit dem ent-
sprechenden Abbauprodukt des Chlorothricins.

Das Methanolyseprodukt B’, das geméss Diinnschicht-
chromatographie einheitlich war und sich nahezu gleich

verhielt wie das Methanolyseprodukt B aus Chlorothricin, -

wurde mit alkoholischer Natronlauge verseift und die
mit Wasser verdiinnte alkalische Losung mehrmals mit
Athylazetat ausgezogen. Es wurden 13 mg blassgelbes
O1 erhalten, das nach Diinnschichtchromatographie iden-
tisch war mit dem «-Methylglykosid der 2-Desoxy-p-
rhamnose aus Chlorothricin 2,

Aus der alkalisch-wisserigen Losung wurden nach An-
siuern und Ausziehen mit Athylazetat 39 mg Siuren
erhalten. Nach dem Verestern mit Diazomethan zeigte
ein Diinnschichtchromatogramm die Anwesenheit von
2 Substanzen mit Rf 0,44 und 0,36 an (Kieselgel, Chloro-
form als Fliessmittel, Entwicklung mit Joddampf). An
einer Sdule aus 6g Kieselgel (vierstufige Multibore-~
Kolonne?) wurden mit absolutem Chloroform als Elu-
tionsmittel 18,5 mg 5-Brom-2-methoxy-6-methylbenzoe-
saure-methylester 4 und anschliessend 12,5 mg 2-Me-
thoxy-6-methyl-benzoesdure-methylester 5 als chromato-
graphisch einheitliche farblose Fliissigkeiten erhalten und
durch Destillation im Hochvakuum gereinigt. Die Iden-
tifizierung des Esters 5 erfolgte durch das IR-Absorp-
tionsspektrum und das Massenspektrum? mit M+ = 180
(C1oH1205) und weiteren charakteristischen Signalen bei
mje 162 und 148.

Die Zusammensetzung des bromhaltigen Esters 4 folgt
aus dem Massenspektrum mit M+ = 258 (I,;5:154 ca.
1:1) fiir C;yH;;BrO; und weiteren charakteristischen
Signalen bei m/e 243, 226 und 214. Die Lage der Sub-
stituenten geht daraus hervor, dass das NMR-Spektrum
(100 MC MHz) mit dem des chlorhaltigen Esters 32 weit-
gehend {iibereinstimmt: § 2,30 ppm (s, 3H; Ar-CH,),
3,80 ppm (s, 3H; OCH,;), 3,91 ppm (s, 3H; OCHj,),
6,65 ppm (d, J = 8,5 Hz, 1H; Ar-H), 7,75 ppm (d, [ =
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8,5 Hz, 1H; Ar-H). Einzig das Signal des zum Halogen-
atom o-stdndigen Wasserstoffatoms (6 7,75 ppm) ist bei
der Bromverbindung 4 gegeniiber dem Chloranalogen 3
um 0,45 ppm nach tieferem Feld verschoben, was etwa
der Erwartung entspricht4. Die IR-Absorptionsspektren
der beiden Ester 4 und 3 sind ebenfalls sehr dhnlich.

Die fiir den chlorhaltigen Ester 3 charakteristischen
Massenzahlen im Massenspektrum bzw. dessen charakte-
ristische NMR-Signale? (§ 7,30 ppm) sind in den Spektren
des Esters 4 nicht erkennbar. Auch wurde bei der Chro-
matographie des rohen Estergemisches keine dem Ester 3
entsprechende Fraktion erhalten. Der Einbau von Chlor
in das Antibiotikum wird demnach bei Anwesenheit eines
starken Uberangebots von Bromidionen in der Nahr-
15sung stark zuriickgedringt. Das Verhiltnis von Bromo-
thricin zu Deschlorothricin betrug im untersuchten Pro-
dukt ca. 3:2, wihrend das Verhiltnis Chlorothricin zu
Deschlorothricin bei den fritheren Proben? durchwegs
héher war.

Ein Einbau von Brom anstelle von Chlor unter beson-
deren Kulturbedingungen ist schon frither bei anderen
Gruppen von Antibiotika beobachtet worden, zum Bei-
spiel beim Griseofulvin® und in der Tetracyclinreihe®.

Das untersuchte Gemisch von Bromothricin und Des-
chlorothricin {ca. 3:2) zeigt im Plattendiffusionstest mit
Bacillus subtilis eine antibiotische Wirkung, die etwa
50-759%, derjenigen des Chlorothricins entspricht? Die
Wirkung kann im Kreuztest mit einem Lipoprotein aus
Eigelb aufgehoben werden.
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Summary. Streptomyces antibioticus (WAKSMAN and
WoobprurF) WagsmanN and HeNRICI 1948, strain Tii 99,
produced Bromothricin instead of Chlorothricin, when it
was grown in a nutrient medium containing 0.5%, potas-
sium bromide. The properties of bromothricin are very
close to those of chlorothricin. Its nature was elucidated
by degradation to methyl 5-bromo-2-methoxy-6-methyl-
benzoate. .
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