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68. Rudolf Tschescheund Frédéric Vester: Uber Pteridine, VIIL. Mit-
teil.: Erythropterin aus Mycobacterium lacticola

[Aus der Biochemischen Abteilung des Chemischen Staatsinstituts
der Universitat Hamburg]

(Eingegangen am 6. November 1952)

Erythropterin wurde aus Mycobacterium lacticola in sehr kleinen
Mengen gewonnen und durch UV-Spektrum, Rp-Wert, Verteilungs-
koeffizient, Pterorhodin-Bildung und andere Merkmale als solches
gekennzeichnet. Es hat den Anschein, daB das Pteridin an Glucose
gebunden vorkommt.

M. O’L. Crowe und A. Walker!) berichteten 1949, daB sie aus Tuberkel-
bazillen vom Typ humanus ein pterindhnliches Pigment isoliert hitten, das
sie fiir Erythropterin (I)2) ansahen. Die erhaltenen Befunde waren aber nicht
ausreichend, um diese Annahme vollig einwandfrei zu sichern. Als wir durch

die Freundlichkeit von Herrn Dr. Damm3) in

OH den Besitz von 350 g feuchter Bakterienmasse

N/ N /N\ /OT[ = 180 g Trockensubstanz von M ycobacterium lac-
I 5 ticolat) kamen, beschlossen wir, den Versuch zu
HzN/\\N/ \1 7\ ¢ H machen, auch in diesem nicht pathogenen Mate-
H ¢ 0 rial nach Erythropterin zu fahnden. Dabei be-

0 CHCH stand von vornherein wenig Aussicht, aus dieser

I i Menge so viel von diesem Pteridin zu gewinnen,

daB es in Substanz rein isoliert werden konnte,
aber es schien doch moéglich, u.U. zu den von Crowe und Walker gefun-
denen Kriterien einige weitere hinzuzufiigen, um so deren Annahme zu stiit-
zen, dall Mycobakterien Erythropterin enthalten*).

Die Aufarbeitung der Bakterien geschah in Anlehnung an die Arbeiten von R. J.
Anderson®) an Tubcrkelbazillen. Nach Entfernung der lipoidloslichen Anteile wurde
ein Auszug mit n/, waBriger Ammoniak-Losung hergestellt. Dieser wurde einer Hydro-
lyse mit n/,,, Salzsaure unterworfen, um u.U. vorhandene Eiwei-Komplexe zu zerlegen.
Nach Neutralisation wurde die Losung eingedampft und der in wasserfreiem Athanol
unlésliche Teil mit verd. Ammoniak-Losung cxtrahiert. Die Losung wurde nach F.
Giral®) an Pflanzenkohle adsorbiert. Das Adsorbat behandelte man nacheinander mit
verschiedenen Elutionsmitteln; die einzelnen Eluate wurden papierchromatographisch
untersucht (s. die Tafel). Dabei wurde das Hauptaugenmerk auf fluorescierende Verbin-
dungen gerichtet, und zwar zunichst auf Stoffc, deren Rp-Wert kleiner als 0.7 war. Solche

1) Science [New York] 110, 166 [1949].

2) R. Tsehesche u. F. Korte, Chem. Ber. 85, 139 [1952].

3) Wir mochten auch an dieser Stelle der Firma Henkel & Cie. Diisseldorf, insbeson-
dere Hrn. Dr. Damm fiir die Uberlassung dieses Materials vielmals danken.

4) Die Bakterien waren auf einem modifizierten Sauton-Néhrboden (mit B bezeichnet)
in Oberflichenkultur geziichtet worden; s. H. Bartram, Zbl. Bakteriol. 155, 338 [1950].

*) Anm. b. d. Korrektur: Erythropterin wurde zuerst aus Pieriden isoliert (C. Schopf
u. E.Bccker, Licbigs Ann. Chem. 524, 55 [1936], die Konstitution wurde von R. Purr-
mann u. F. Eulitz (Licbigs Ann. Chem. 559, 169 [1948]) ermittelt.

5) Fortachr. Chem. org. Naturstoffe [Wien] 111, 145 [1939].

§) An. Real. Soc. cspafi. Fisica Quim. XXXTV, 667 [1936].
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Werte wurden besonders bei den 10-, 25- und 50-proz. ammoniakalischen Acetonextrakten
gefunden. Die Eluate mit 10- und 25-proz. Aceton wurden vereinigt und an Stérke
chromatographiert. Dabei lieBen sich 14 unter der Quarzlampe fluorescierende Zonen
unterscheiden. Diejenigen, die im TUV-Licht eine Absorption > 300 mp. aufwiesen, wur-
den weiter untersucht, da in ihnen vornchmlich Pteridine zu erwarten waren. Es handelte
sich dabei vor allem um die Zone 11 des Starkechromatogramms, aus der spiter pteridin-
ahnliche Verbindungen isoliert werden konnten. :

Tafell. Papierchromatogramm der Eluate aus der Kohle; dunkle Flecke
stark, helle schwicher fluorescierend
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*) W = ammoniakal.-wilr. Auszug der Bakterienmasse vor der Kohleadsorption.

" Die starke Fluorescenz jedoch der Zone 13 (Rp-Wert > 0.8) brachte uns auf den
Gedanken, daf8 ihr fluorescierender Bestandteil ein in Glykosid-Form vorliegendes Pteri-
din sein kénnte, denn papierchromatographisch waren in ihr weder fluorescierende Zucker,
noch Aminosauren nachweisbar. Dadurch wiirde ihre groSe Wanderungsgeschwindigkeit
verstindlich werden. Darin wurden wir weiter bestirkt durch die Feststellung des einen
von uns, dal Xanthopterin und 8-Oxy-2-amino-pteridinaldehyd-(8) nur in glykosidischer
Form bei Strept. faecalis R als Wachstumfaktor wirken?). Diese Fraktion wurde daher
einer Nachhydrolyse durch Erbitzen mit n/; Salzsiure unterworfen (20 Stdn.). Danach
lieB sich im Hydrolysat Glucose, die vorher nicht festzustellen war, papierchromato-
graphisch nachweigen. Beim Abstumpfen der sauren Lésung auf Py 3.5 fiel ein braun-
roter Niederschlag aus, der bei der Papierchromatographie 2 fluorescierende Flecke mit
den .Ry-Werten 0.27 und 0.33 lieferte. Nachdem sich herausgestellt hatte, daB eine
Trennung der beiden fluorescierenden Stoffe an Cellulosepulver nicht méglich war, wurde
eine Gegenstromverteilung mitz-Butanol — n/,, Salzsiure iiber 13 Stufen vorgenommen®).
Dabei sammelte sich die Substanz mit dem Rp-Wert 0.33 (fernerhin mit F bezeichnet)
in den Gefilen 810 an, die mit dem Rp-Wert 0.27 erschien vornehmlich in den Gli-
gern 2 und 3. Auf Grund des UV-Spektrums gehort die letztgenannte Verbindung sicher

nicht zu den Pteridinen.

Da Erythropterin unter den gewihlten Bedingungen (3-proz. Ammonium-
chlorid-Losung zum Entwickeln) bei der Papierchromatographie den Ry-Wert
0.33 zeigt?) und in Soda-Losung ebenfalls graublau fluoresciert, schien eine

") R. Tschesche, F. Korte u. I. Korte, Z. Naturforsch. 8b, 304 [1951].
%) H. M. Rauen u. M. Waldmann, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 286, 180
[1950]. %) R. Tschesche u. F. Korte, Chem. Ber. 84, 641 [1951].
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Identitat unserer Substanz F mit diesem Pteridin méglich. Fir diese Annahme
sprachen bei den erhaltenen 1.8mg folgende weitere Kriterien: Das UV-
Spektrum (s.d.) stimmte im Verlauf der Kurve mit der von synthet. Ery-
thropterin sehr weitgehend iiberein?), nur liegt der gesamte Verlauf etwas tie-
fer, vermutlich weil die Substanz F noch nichtabsorbierende Verunreinigungen
(Zucker, Salze ?) enthilt. Der Verteilungskoeffizient von F und von Erythro-
pterin in n/,, Salzsdure — n-Butanol wurde in beiden Féllen zu etwa 2.3 be-
stimmt. Die Farbung der Losung von F in Séure und verd. Alkalilauge ent-
spricht der von analogen Lésungen von Erythropterin. Da dieses mit Xantho-
pterin in saurer Losung erhitzt Pterorhodin ergibt?), haben wir diesen Versuch
auch mit der Substanz F durchgefiihrt. Nach kurzer Zcit bildete sich ein rot-
violetter Niederschlag, der bei der papierchromatographischen Untersuchung
einen Fleck mit dem Rp-Wert des Pterorhodins (0.25) zeigte. SchlieBlich haben
wir, da Erythropterin eine Endiol-Gruppierung aufweist, einen Versuch mit dem
Titantrichlorid-Reagens nach Weygand!!) gemacht. Wahrend auf dem Papier
Farbungen nicht festzustellen waren, ergab. eine direkte Titration der Losungen
von authentischem Erythropterin und der Substanz F in Methanol-Pyridin-
Wasser (65 :20:15) mit Titantrichlorid in beiden Féllen nach 2 Min. einen
gelben Niederschlag, widhrend dieser in den Ansitzen ohne Pteridin bléulich
bis farblos ausfiel. Obwohl das Material fiir weitere Identifizierungsversuche
nicht mehr ausreichte, méchten wir doch glauben, daBl die Substanz F im
wesentlichen aus Erythropterin besteht!?).
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Abbild. UV-Spektren von reinem Erythropterin —-—— und von Substanz F — ———.
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AuBer F konnten weitere 5, u.U. auch als Pteridine anzusehende Stoffe ermittelt
werden, die verschiedene Rp-Werte zeigten, fluorescierten und im UV Absorptionen
jenseits von 300 my. aufwiesen. Obwohl 3 von ihnen kristallisiert werden konnten, war
eine Identifizierung wegen der kleinen erhaltenen Mengen vorerst nicht méglich.

Substanz A: Dieser Stoff von gelblich-weiBer Farbe wurde aus der Zone 11 des
Starkechromatogramms in der Weise erhalten, dafl er erneut an Cellulosepulver chro-
matographiert wurde. Der oberste fluorescierende Ring wurde eluiert und das Eluat

19) R, Tschesche u. F. Korte, Chem. Ber. 84, 77 [1951].
1) F. Weygand u. E. Csendes, Chem. Ber. 85, 45 [1952].

12) In Butanol-Wasser wurde fiir Substanz F und synthet. Erythropterin der Rp-
Wert 0.085 gefunden.
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gegen n/g, Salzsdure—n-Butanol iiber 20 Stufen verteilt. In den GefaBen 57 fand sich
eine himmelblau fluorescierende Substanz (1.24 mg) mit dem Rp-Wert 0.60, die sich
kristallisiert erhalten lieB. Beim Erhitzen mit 9-Methyl-xanthopterin in saurer Losung
lieferte sie Pterorhodin (Rp-Wert 0.25). Das UV-Spektrum der Kristalle zeigte Maxima
bet 272, 320 und 395 mp.

Substanz B: Ebenfalls von gelblich-weiBer Farbe fand dieser Stoff sich vorwiegend in
den Gefaflen 9-—11 der Gegenstromverteilung vor, wihrend A aus 5—7 erhalten worden
war. Er zeigte im UV Maxima der Absorption bei 269 und 322 my, fluorescierte blau und
konnte bisher nicht kristallisiert erhalten werden. Ausb. 2.87 mg, Rp-Wert 0.47 mit
3-proz. Ammoniumchlorid-Lésung, 0.33 in Butanol.

Substanz C: Dieser mehr dunkelgelb gefarbte Stoff entstammte der 3. Zone von oben
des Cellulosepulver-Chromatogramms der Zone 11 der Stirkesiule. Bei der Gegenstrom-
verteilung in n/,, Salzsiure—n-Butanol iiber 20 Stufen sammelte er sich in den Gefallen
59 an. Der Ry-Wert wurde zu 0.07 bestimmt. Die Substanz fluorescierte griin und
kristallisierte bisher nicht. Im UV-Spektrum zeigten sich Maxima der Absorption bei 236,
280 und 415 my.

Substanz D: Sie findet sich in der gleichen Fraktion wie C vor, nur laBt sie sich
im Gegensatz zu C kristallisieren. Sie fluoresciert blau und zeigt den Rg-Wert 0.12. Im
UV-Spektrum zeigen sich Maxima bei 240, 285 und 345 mu. Das Gemisch der Ver-
bindungen C und D ergab beim Erhitzen mit Xanthopterin in saurer Losung Pterorhodin
(Ryr-Wert 0.26); Menge von C und D zusammen 4.16 mg.

Substanz E: Dieser Stoff stammte aus dem 50-proz. Aceton-Eluat von der Kohle.
Bei einer Gegenstromverteilung in n/;, Salzsiure—n-Butanol sammelte er sich nach der
Fluorescenz in den Gefalen 8-12 an. Von der gelblich-weillen Substanz wurden 2 mg
gefaBt; Fluorescenz hellblau. Bei der Papierchromatographie mit 3-proz. Ammonium-
chlorid-Lésung fand sich ein Rp-Wert von 0.18, withrend die Substanz in Butanol nicht
wanderte. Die Verbindung konnte kristallisiert erhalten werden und zeigte Maxima der
Absorption im UV-Licht bei 255, 278 und 325 mp. Wie bei Substanz B konnte mit ihr
keine Pterorhodin-Bildung erzielt werden.

Die Auffindung einer Reihe von Kristallisaten aus Mycobacterium lacticola,
von denen auBer F sechr wahrscheinlich auch die Verbindungen A, C(?) und D
Pteridine sind, liBt eine erncute Untersuchung dieses oder eines dhnlichen
Materials wiinschenswert erscheinen. Nachdem jetzt das Isolierungsverfahren
in den Grundziigen feststeht, sollte es moglich sein, nach Beschaffung wesent-
lich gréBerer Mengen Bakterien, die chemische Natur auch dieser bisher nicht
identifizierten Kristallisate zu ermitteln.

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die finanzielle Unter-
stiitzung dieser Arbeit.

Beschreibung der Versuche

181 g Trockensubstanz von M ycobacterium lacticola wurden erschépfend mit Ather,
dann mit Aceton und schlieBlich mit Chloroform im Soxhlet-Apparat extrahiert. Der
zuriickbleibende Teil wurde 20mal mit je 500 ccm n/, NH; unter Schiitteln bei Zimmer-
temperatur je 20 Min. ausgezogen. Die vereinigten Ammoniak-Extrakte wurden i.Vak.
zur Trockne gedampft, nachdem vorher noch einmal mit Ather und mit Chloroform extra-
hiert worden war. Der Riickstand wog 21.9 g. Er wurde mit 1000 ccm Athanol-+ Wasser
(1:1) extrahiert, danach blieben 14.1 g ungeldst zuriick.

Diese Menge wurde mit 200 cem n/y, HCI 2 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Anschlie-
Bend wurde die Lésung anndhernd neutralisiert und i.Vak. wieder zur Trockne einge-
dampft. Der Riickstand wurde in 250 ccm Athanol aufgeschwemmt und das Gemisch
1 Stde. zum Sieden erhitzt. Der unloslich gebliebene Teil wurde mit 600 cem n/, NHg
in der Kalte ausgezogen und unter Druck durch eine Berkefeld-Kerze filtriert. In Lésung
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befanden sich nunmehr noch 11.8 g. Sie wurden an 48 g Pflanzenkohle Norit aus 1200 cem
Wasser durch 10 Min. Schiitteln adsorbiert; die Mischung blieb noch weitere 20 Min.
stehen. Eluiert wurde nunmehr durch Verrithren des Kohleadsorbats:

a) 9mal mit je 500 ccm Wasser; es wurden 2.738 g blaBblau fluorescierendes Material
eluiert.

b) 14mal mit je 500 ccm n/yy, HCl; Trockenriickstand der Eluate zusammen 2.406 g.

¢) 4mal mit je 500 ccm n/; NH;; Eluat 506 mg.

d) 7mal mit je 300 ccm einer 29, Aceton enthaltenden n/, wiBr. NH;-Losung; Riick-
stand der Eluate 547 mg, etwas stirker fluorescierend.

e) 6mal mit je 300 ccm Aceton—Wasser—n/,NH, (1:7:2). Dabei wurde zwischen je
2 Elutionen 2mal eine Wasserelution mit jo 150 ccm eingeschaltet; 895 mg.

f) 7mal mit je 200 ccm Aceton—Wasser—n/;NH, (1:2:1); 2366 mg.

g) 11mal mit je 400 ccm Aceton—Wasser— Ammoniak (2:1:1); 812 mg. Diese Frak-
tion fluorescierte stark blaugriin,

h) 13mal mit je 200 ccm 80-proz. Essigsaure. Es wurde eine rotbraune Schmiere er-
halten, etwa von der gleichen Menge wie nach g.

Chromatographie an Stirke

2.5 g Substanz, gewonnen aus den Eluaten 4—6 der 10-proz., zusammen mit allen
Eluaten der 25-proz. Aceton— Wasser—Ammoniak-Elution (e und f), wurden an einer
Stirke-Sdaule von 3.5 cm Durchmesser und 90 cm Linge aus 45 ccm n/,NH, chromato-
graphiert. Die Stirke war 30 Stdn. gequollen und dann mit Wasser eingeschlimmt wor-
den. Entwickelt wurde mit Wasser. Es wurden 14 unter der UV-Lampe fluorescierende
Zonen erhalten. Wihrend die drei letzten Zonen mit Wasser durchlaufend eluiert wurden,
kamen die Zonen 1—11 erst nach Zerschneiden der Saule zur Elution.

Chromatographie an Cellulosepulver

Benutzt wurde Whatmans ,,Ashless Cellulose-Powder*‘, und zwar die 120fache Menge
der zu adsorbierenden Substanz. Das Pulver wurde trocken in eine Siule gefiillt (Durch-
mesger/Lange 1:30). Das Aufbringen der Substanz erfolgte in der Weise, da8 sie in mog-
lichst wenig n/, NH; gelost und die Losung mit 1/,, der Gesamt-Cellulosemenge vermischt
wurde. Die Masse wurde getrocknet, zerrieben und oben auf die Saule gebracht. Ent-
wickelt wurde das Chromatogramm 1nit Wasser, wobhei die Ausbildung der Zonen unter
der UV-Lampe kontrolliert wurde. Die Elution mit Wasser wurde so lange fortgesetzt,
bis die unterste Zone ausgetreten war. Dann wurde die Siule in die einzelnen Zonen zer-
legt und jede fiir sich eluiert.

Gegenstromverteilung

Diese wurde in allen Fallen zwischen n-Butanol und wifBr. Salzsiure wechselnder
Starke vorgenominen. Mengen von 1.2—3 ccm pro Phase erwiesen sich als am vorteil-
haftesten. Als Gefifle dienten rechtwinklig zu einer Capillare ausgezogene Reagensgliser.
Beim Schiitteln zeigten die Capillaren nach oben und die Offnung des Reagensglases
wurde mit dem Daumen unter Zwischenschaltung eines Blattchens Stanniol verschlossen.
Zur Uberfithrung zeigte dic Capillare schrig nach unten in das nichste GefiB, wobei
die Auslaufgeschwindigkeit durch geringes Liiften des Daumens reguliert werden konnte.
Es war so moglich, die Phasen genau zu trennen und den Ausflul durch rechtzeitiges
Heben der Capillare zu stoppen. Zum Absetzenlassen wurden die Reagensgliser in eine
Haltevorrichtung eng nebeneinandergestellt, wobei unter der UV-Lampe leicht die
Fluorescenzmaxima in den Glisern erkannt werden konnten.

Kristallisation

Samtliche bei der Papicrchromatographie einheitlich erscheinenden Stoffe wurden in
heifem Wasser gelost, die Losung dureh eine G4-Glasfritte filtriert und abkiihlen gelas-
sen. Auf diese Weise wurden die Substanzen A, D und E in deutlichen Kristallen erhalten;
sie zersetzten sich oberhalb 3000, ohne zu schmelzen.
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Zur Pterorhodin-Bildung

Jeder der Stoffe A—F wurde in 1 cem n/y,, HCI gelost und dieselbe Menge etwa gleich-
stark fluorescierender Xanthopterin- und in einem zweiten Gefa 9-Methyl-xanthopterin-
Losung in n/,,, HCI hinzugegeben; die Gemischce wurden beide jeweils 10 Min. zum Sieden
erhitzt. Bei den Pterorhodin gebenden Stoffen lieB sich spatestens nach 45 Min. ein
dunkler Niederschlag erkennen, der beim Absaugen mit einer Glasfritte G4 als leuchtend
rotivioletter Belag zuriickblieb. Die Papierchromatographie erfolgte in der friiher be-
schrichenen Weise®) (Rp-Wert des Pterorhodins 0.25).



