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IV. Kapitel.
Mechanismus der direkten Wirkung des Sulfanilamid.

1. Morphologische und biologische Zeichen der direkten
Wirkung.

Der Ehrlichsche Begriff ,parasitotrop” bedeutet eine besondere
Affinitdt des Chemotherapeuticums zum Plasma des Krankheits:
erregers, wodurch es zu einer elektiven Speicherung des Chemo-
therapeuticums im Korper des Erregers kommt. Eine Literatur-
angabe,die ilber die ,parasitotropen” Eigenschaften der Sulfanil-
amide Aufschluss geben konnte, wurde nicht gefunden. Nur in der
Arbeit von Bradbury und Jordan®™ findet man einen fliichtigen Hin-
weis darauf, dass die Sulfanilamide an der Oberfliche der Bakterien,
evtl. in spezifischer Weise, angesammelt werden konnen. Bradbury.
und Jordan haben gefunden, dass die Wanderungsgeschwindigkeit
der Colibazillen in einem elektrischen Feld durch die Beriihriung mit
Sulfanitamiden geiindert wird; wihrend der 350 Minuten dauernden -
Beobachtung entspricht die Aenderung der Geschwindigkeit einer
Kurve mit zwei Maximumwerten. Die Verfasser sind der Ansicht.
dass diese Aenderung der Wanderungsgeschwindigkeit fiir die Sul-
fanilamide charakteristisch und dadurch bedingt sei, dass diese Ver-
bindungen an der Zelloberfliche mit ihrer -NHZ -Polargruppe spezi-
fisch gebunden werden. Obwohl Metanilamid, Anilin, Benzolsuifo-
amid usw. keine solche typische Aenderung der Wanderungsgesch-
windigkeit zur Folge haben, glauben wir doch nicht, dass es zwischen
den Schwankungen der elektrischen Landung der Bakterien und der
spezifischen Wirkung irgend einen Zusammenhang gebe. Hierfiir
spricht die Tatsache, dass das Acetylsulfanilamid in den Versuchen
von Bradbury und Jordan die Wanderungsgeschwindigkeit ebenso
beeinflusste wie das Sulfanilamid; von diesem Mittel ist aber be-
kannt, dass es auf die Bakterien keine direkte (in vitro) Wirkung hat.

Die morphologischen Zeichen der direkten. Sulfanilamidwirkung
sind recht spérlich, allerdings wurden einige beschrieben. Vonkenel,
Kimmig und Lembke,*™ ferner Gdrtner,'” haben mit elektronoptischen
Untersuchungen nachgewiesen, dass das Plasma der Gonokokken und
anderer Bakterien unter Einwirkung der Sulfanilamide verdndert
wird. Unter dem Elektronmikroskop ist das Plasma des einer jungen
Kultur entnommenen Bakteriums dicht, homogen, strukturlos; hin-
gegen zeigt das der Sulfanilamidwirkung ausgesetzte Bakterium eine
charakteristische Struktur auf, iiberdies sind auch seine Konturen
unscharf: es wird dem Bakterium einer alten Kultur dhnlich. Von-
kennel und seine Mitarbeiter sind der Ansicht, dass es in der Bak-
teriumzelle auf die Wirkung des Sulfanilamid zu einer-,,friihzeitigen
Alterung® komme. :

Giirtner'®® trachtete die Zellverinderungen unter dem Fluor-
eszenzmikroskop unmittelbar zu verfolgen. Er ging von der Beobach-
tung Struggers®® aus, dass das mit Acridin-Orange gefirbte Bak-
terium entsprechend seinem Zustand fluoresziert: das lebende er-
“scheint in griiner, das tote in roter Farbe. Gdrfner hat festgestellt,
dass in den verschiedenen Bakterienkulturen, die mit Sulfanilamid
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versetzt werden, die Zahl der rot gefdrbten Bakterien entsprechend
der Konzentration und der Wirkungsdauer des Mittels zunimmt.
Mehrere Umstidnde sprechen aber gegen die Annahme, dass die
Lebensfahigkeit der Bakterien in der Fluoreszenzfarbe zum Ausdruck
komme. Zunichst sei darauf hingewiesen, dass in den 24—120 Stun-
den alten Kontrolikulturen Gdértners hochstens 1—3% der Bakterien
Tot fluoreszierten, obwohl die Zahl der toten Bakterien in solch alten
Kulturen unbedingt hoher ist.*®, ***°, **¢ In seiner Schlussbemerkung
macht er das Gestindnis, dass 1hm dle Beziehungen der Fluoreszenz
zur Lebensfihigkeit auf Grund seiner welterer Forschungen nunmehr
als zweifelhaft erscheinen.

Betriachtlich mehr Daten be21ehen 51ch auf ‘die Kapsel- und
Kettenbildung der Kokken. Levaditi und Vaisman®™® (1935) haben die
therapeutische Wirksamkeit des Prontosil seinen ,,akapsulogenen*
Eigenschaften zugeschrieben. Spiter machten auch andere Forscher
(Maclntosh und Whitby,”® Telling und Oliver,” Hilles und
Schmidt,”” Mellon und McKinney**® die Beobachtung, dass in den
Organen der mit Sulfanilamiden behandelten Tiere einzelne Strepto-
und Pneumokokken ihre Kapsel verloren haben oder die' Kapsel
eigenartig verdndert wurde. Die Verdnderung wird von Macinfosh
und Whitby*® wie folgt beschrieben: ,,The capsule of the pneumo-
coccus appears to be enlarged and to have a rough crenated edge.”
Einige Verfasser haben diese Wirkung der Sulfanilamide auch in vitro
gesehen, wihrend andere eine Hemmung der Kapselbildung unter
keinen Umstidnden beobachten.'®, ***, ** s st s Finstimmig wurde
aber festgestellt, dass die Strepto und Pneumokokken unter Sulfanil-
amidwirkung sowbhl im Organismus (Colebrook und Kenny,® Gay
und Clark,** Long®* und seine Mitarbeiter, Schmith®*®), wie auch
in vitro.(Lockwood,** Chandler und Janeway,” Hoyt und Levine*')
lingere Ketten bilden als gewohnlich.

Wir wollen uns mit den Variationserscheinungen, die be1 '
den mit Sulfanilamid behandelten Bakterien von einigen For-
schern'’, 2, 7 3% peobachtet wurden, nicht ausfiihrlich befassen.
Es hat den Anschem, dass Varlatlonen 21em11ch selten entstehen und
nicht stationdr werden.

Fine der wichtigsten Fragen vom Gesichtspunkte des Wirkungs-
mechanismus lautet: Uben die Sulfanilamide auf den Stoffwechsel
der Bakterien eine direkte spezifische Wirkung aus? Das Problem
wurde vor allem mit den Methoden studiert, die sich in der Erfor-
schung der Zelloxydationen bewéhrt hatten und man versuchte, mit
Hilfe der Warburgschen, ferner der Thunbergschen Technik, in das

" Problem Einsicht zu gewinnen. Die Beobachtungen sind zum Teil
einander widersprechend, was auf die technischen Umstinde zuriick-
gefiihrt werden diirfte. Wir fiihlen uns gerade wege dieser Wider-
spriiche veranlasst, uns mit dem Problem ausfiihrlicher zu befassen.

Die ersten einschldgigen Versuche wurdern von Mellon und
Bambas®™® (1937) durchgefiihrt. Sie untersuchten die Beeinflussung
der Dehydrase des Pneumococcus Typ 1 durch Sulfanilamide. Die
Dehydrierung der Glucose wurde vom Sulfanilamid selbst in einer
mol/100 Konzentration nicht beeintrichtigt. Dagegen hemmen die auf
den Pneumococcus bakterizid wirkenden Stoffe, wie Natriumglycho-
[at, Optochin, Chinin, selbst in grossen Verdiinnungen die Glucose-
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dehydrierung. Gegen die Staphylococcus-Dehydrase war das Sul-
fanilamid sogar bei einer Konzentration von 120 mg % (im Falle
verschiedener Substrate) unwirksam, die 0,7%-ige Losung aber iibte
schon eine geringe Hemmung aus (Ordal und Halvorson™®). Nach
MacLeod®* wird Glucose vom Pneumococcus bei Vorhandensein von
Sulfapyridin ebenso dehydriert wie sonst. Merkwiirdigerweise wird
aber die Dehydrierung des Glycerin, Lactat und Pyruvat vom Sulfa-
pyridin in einer Verdiinnung 1:8000 noch gehemmt. Letztere Beobach-
tung bedarf noch der Bestitigung, da sie den anderen Literatur-
angaben widerspricht. Nach Winkler® iibt Sulfanilamid auf Bak-
terien-Dehydrasen keine Wirkung aus. Vdczi und Kiss® haben

beobachtet, dass®das Methylenblau bei Vorhandensein von Sulfanil- -

amid von den Staphylo- und Streptokokken rascher entidbt wird
als in den Kontroliréhrchen.

Unter Anwendung der Warburgschen Technik wurde der Sauer-
stoffverbrauch der sog. ruhenden (d. i. gewaschenen) Bakterien unter
Sulfanilamidwirkung studiert. Die mit gewaschenen Bakteriensuspen-
sionen vorgenommienen Versuche wurden, abgesehen von wenigen
Abweichungen, mit iibereinstimmenden Ergebnissen abgeschlossen:
Die Atmung der Suspensionen wird vom Sulfanilamid nicht wesent-
lich gehemmt; eine milde Hemmung wurde von einigen VerfassSern
beobachtet. Barron und.Jacobs® haben festgestellt, dass die Atmung
der gewaschenen Suspensionen der Coli- und Friedldnderbazillen,
Gono- und Streptokokken, vom Sulfanilamid (mol/100 Konzentration)
iiberhaupt nicht oder hochstens um 8—23% gehemmt wird. Lajos®™
stellte Versuche mit den gewaschenen Suspensionen der zu ver-
schiedenen Typen gehorenden Pneumokokken an; dls Substrat wurde
Glucose oder Lactat.und Pyruvat verwendet. Be1 Vorhandensein von
0,001% Sulfapyridin wurde der Sauerstoffverbrauch, entsprechend
den verschiedenen Versuchen, um 9—54% herabgesetzt Eine gering-
fiigige Hemmung der Atmung der gewaschenen Suspensionen wurde

-auch von Vdeczi und Kiss** beobachtet; das Sulfamethylthiazol hatte
26%, Sulfapyridin 15%, Sulfanilamid 13% Hemmung zur Folge.
Vdczi und Kiss verwendeten ziemlich hohe Konzentrationen der
gepriiften Verbindungen (500 mg %). Nach Hirsch**® werde die
Atmung der ruhenden Staphylokokken vom Sulfamethylthiazol bis
zur Konzentration 1:3.900 nicht beeinflusst, wihrend Desinfizierungs-
mittel, wie Rivanol oder Sublimat, schon in erheblich niedrigeren
Konzentrationen wirksam sind. Ausser den erwihnten haben auch
Schoring,”®® Frei,* Winkler® ferner Kohn und Harris*’ festgestellt,
dass die Atmung der ruhender Hefezellen oder Bakterien von dem

Sulfanilamid iiberhaupt nicht oder nur unwesentlich beeintrichtigt

wird. Mithin lasst sich als Tatsache festlegen, dass die Sulfanilamide
auf die Atmungsfermente der Bakterien keine spezifische Hemmung
entfalten. Die bei der Anwendung von -hohen Konzentrationen
beobachtete geringfiigige Hemmung diirfte kaum als spezifisch ange-
sehen werden.

Im Gegensatz hierzu wird der Sauerstoffverbrauch der gedei-
henden Bakterien von den Sulfanilamiden selbst in grossen Verdiin-
nungen erheblich herabgesetzt. Von diesem Gesichtspunkt aus sind
besonders die systematischen Studien von Hirsch"® beachtenswert.
Nach seiner Feststellung seien Wachstum und Q.-Verbrauch in der

N
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logarithmischen Phase streng parallel. Darum eigne sich die War-
burgsche Methode ganz besonders fiir die Erforschung der einzelnen
Phasen der Sulfanilamidwirkung. Von der Kurve des Sauerstofi-
verbrauches kann die Wachstumsintensitit fiir jeden Zeitpunkt des
Versuchs abgelesen werden. Mit der allmihlichen Steigerung
der Sulfanilamidkonzentration wird die Kurve immer flicher, und
von einer gewissen Konzentration an verliuit sie schon parallel zur
Abszisse: die Atmung der Kultur wird stationdr wie die der.ruhenden
Bakteriumsuspension. Die weitere Erh6hung der Konzentration wirkt
ebenso wenig, wie das Sulfanilamid, das der gewaschenen Suspen-
sion zugefiigt wird. Aus dieser Beobachtung schliesst Hirsch, dass
das Sulfanilamid die Atmungsfermente, die die lebenswichtigen Funk-
tionen der Bakterien (Katabolismus) regeln, nicht schddigt, nur die
Plasmasynthese (Anabolismus) hindert. Nach Erreichung der Sul-
fanilamidkonzentration, die die Plasmasynthese vollkommen verhin-
dert, ist jeder weitere Sulfanilamid-Uberschuss unwirksam. Dagegen .
haben die desinfizierenden Mittel (z. B. das Rivanol), entsprechend
ihren steigenden Konzentrationen, ein fortschreitendes Absterben der

Zellen zur Folge, ohne die Reproduktionszeit der iiberlebenden

wesentlich zu beeinflussen; hier ist also der Katabolismus gehindert,
wdhrend der Anabolismus unbeeintrichtigt vor sich geht. Zu einem
dhnlichen Schluss gelangten auf Grund ihrer Versuche Kohn und
Harris.® In sorgfiltig ausgefiihrten Versuchen haben sie festgestellt,
dass bei einer milden Sulfanilamidwirkung der Sauerstoffverbrauch
der sich vermehrenden Bakterien und ihre Wachstumsintensitit
genau parallel abnehmen und bei den niedrigen Sulfanilamidkonzen-
trationen (m/107°*—107"°) der Sauerstoffverbrauch der einzelnen

- Bakterien nicht geringer ist als in den Kontrollréhren. Somit

liegt dem geringeren O.-Verbrauch allein die geringere Wachstums-

‘intensitit zugrunde. Bei hoheren Konzentrationen ist die Atmung

der Bakterien anscheinend weniger intensiv, wahrscheinlich wegen
der unspezifischen Wirkung des Mittels. Hiervon ausgehend behaup-
ten Kohn und Harris, dass das Sulfanilamid nicht die Atmung der
Bakterien, sondern lediglich die Plasmasynthese hemmt.

Entgegen diesen sorgfiltigen Versuchen behauptet IUényi**
dass das Sulfanilamid unmittelbar auf die Bakterienatmung einwirke,
obwohl die von ihm beobachtete Atmungsabnahme zum Teil auch
durch die Bakteriostase bedingt sein kénne. /llényi versetzte den Agar-

~ ndhrboden mit 0,1%, also einem ziemlich konzentrierten Sulfanilamid,

dann beimpfte er den Nihrboden mit den Bakterien. Nach 24 Stunden
war der Sauerstoffverbrauch um 52% geringer als in der Kontroll-
kultur. Er gibt allerdings zu, dass der Unterschied zum Teil auf das )
langsamere Wachstum zuriickgefiihrt werden konne. Wir sind der
Ansicht, dass nach Abzug dijeses Faktors nur ein unbedeutender
Unterschied zuriickbleibt. Diese missige Abnahme des Sauerstoff-
verbrauches diirfte kaum durch die spezifische Sulfanilamidwirkung
bedingt sein, da der Verfasser die Abnahme nach solch hohen Kon-
zentrationen beobachtete, die therapeutisch nicht in Betracht kommen. |
Demnach lassen sich die mit der oxydativen Fiahigkeit der .
Bakteriumzelle gemachten Beobachtungen, in dem Sinne auswerten,
dass die direkte Sulfanilamidwirkung nicht auf die das Leben des .
Plasmas sichernden Systeme, sondern auf die an dem Aufbau des

5
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Plasmas beteiligten Fermente gerichtet sei; dementSprechend komme
diesen Mitteln nicht eine bakterizide, sondern eine bakteriostatische
Wirksamkeit zu. Schon die ersten Versuche sprachen fiir eine bak-
teriostatische Wirkung der Sulfanilamide. Es gab aber Verfasser, die
die antibiotischen Eigenschaften der Priparate Bakterizidie nannten.
Besonders die Forscher, die ihre Versuche unter besonderen Bedin-
gungen ausfithrten (z. B. bei hoherer Temperatur), glaubten eine
baktrizide Wirkung beobachtet zu haben. In dieser Beziehung diirite
der im Blut oder Serum beobachteten bakteriziden Wirkung keine
Bedeutung zukommen, da hier ausser den Priparaten auch andere
Faktoren mitwirken: Die Ergebnisse werden von den bakteriziden
Stoffen des Serums und auch von den Leukozyten beeinflusst. Dass
die Bakterien, die mit einem Sulfanilamidpriparat lange in Beriihruag
stehen, zugrunde gehen, wurde auch von uns veranschaulicht (Ta- .
belle 15.). Auf Grund dhnlicher Versuche wird den Sulfanilamiden
auch .heute noch vielerorts eine bakterizide Wirkung zugeschrieben.
‘Die priméire Sulfanilamidwirkung ist keine bakterizide, sondern eine
bakteriostatische Wirkung. Dies erhellt nicht riur aus den besproche-
nen Respirationsversuchen, sondern auch aus anderen Beobach-
tungen. Dennoch wurden schon im Jahre 1940 Versuche verdffent-
licht, die als Beweise der Bakterizidie aufgefasst wurden. So
behauptet z. B. Libby,”* dass die nephelometrische Bestithmung
der Zahl der in den sulfanilamidhaltigen N&dhrboden geziichteten
Bakterien von der durch Keimzdhlung erhaltenen schon kurz nach
der Beimpfung abweicht. Diese Differenz nimmt mit der Versuchs-
zeit allmihlich zu. Den Grund hierfiir erklidrt er damit, dass ein
Teil der Bakterien infolge der bakteriziden Sulfanilamidwirkung
stindig getotet wird und, da diese aus der Fortpflanzung ausgeschal-
tet werden, das Wachstum der ganzen Kultur sich allmihlich ver-
langsame. .

Entgegen dieser Behauptung sprechen zahlreichen friihere
Beobachtungen dafiir, dass es sich um eine bakteriostatische Wir-
kung handelt und in diesem Sinne lassen sich auch die Atmungs-
versuche auswerten.-Nun kénnen aber alle Gegenansichten durch die
1941 verofientlichten Ergebnisse von Kohn und Harris*® widerlegt
werden. Sie haben nidmlich eine die Vermehrung der Bakterien aus-
driickende Konstante ermittelt, wodurch diese Frage fast mit der
Exaktheit der chemischen Kinetik studiert werden konnte. Sie be-
stimmten die Geschwindigkeit des Bakterienwachstums fiir die ein-
zelnen Versuchsphasen mit Hilfe der Keimzédhlung und photometrisch.
Die Versuche wurden mit Colibazillen, parallel in einem synthe-
tischen, aus einem Glucose-Salzgemisch bestehenden Nihrboden
+ und Peptonwasser angestellt. Im ersten Ndhrboden verlangt das Bak-
terienwachstum, also die Plasmasynthese, eine synthetische Hochst-
leistung (maximal synthetic effort) von der Zelle, wihrend in dem
Peptonwasser, wo die Zelle einen Teil ihrer Bausteine in fertigem
Zustand bekommt, die Synthese vom Bacillus eine erheblich leichtere
Aufgabe verlangt. Die Verfasser geben die Wachstumsintensitiit, auf
_einen gewissen Zeitpunkt bezogen, mit der Konstante der Wach-
stumsgeschwindigkeit an. Diese Zahl bedeutet den Prozentsatz der
sich zur betreffenden Zeit im Laufe einer Minute teilenden Bakterien.
- Auf diese Weise haben sie festgestellt, dass die Bakterien sich am
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Anfang des Versuches in der Anwesenheit des Sulfanilamid mit der-
selben Geschwindigkeit vermehren wie in den Kontrollrohren. Die
bremsende Wirkung des Sulfanilamid erscheint erst nach dem
Ablauf von 60—100 Minuten, dann verlangsamt sich allmihlich die
Teilungsgeschwindigkeit und die maximale Hemmung tritt — ent-
sprechend der Sulfanilamidkonzentration — nach 3-—4 Stunden ein.
Ist die Sulfanilamidkonzentration hoch, so kann die Geschwindigkeits-
konstante mit dem Eintritt der maximalen Hemmung nahe Null sein,
d. h. das Wachstum kommt zu einem Stillstand. Merkwiirdigerweise
ist der Eintritt der Bakteriostase von der Inoculumgrdsse, innerhalb
einer gewissen Grenze, unabhdngig; die Wachstumsgeschwindigkeit
wird im Falle eines kleinen und eines grossen Inoculums gleicherweise
gehemmt. Da aber diese maximale Hemmung erst nach -einer
gewissen Latenz allmdhlich eintritt,ckénnen am Ende der Latenzzeit
die Bakterien so viel Teilungen durchgemacht haben, dass die Kultur-
dichte der einer sich hemmunglos entwickelnden Kulfur entspricht.
Aehnliche Beobachtungen machten auch Rose und Fox,;*** der Coli-
bacillus macht in einem synthetischen Nidhrboden bei 5X10™* Sul-
fanilamidkonzentration bis zum Stillstand der Vermehrung 5,6—7,1
Teilungen durch. Dies bezieht sich gleicherweiese auf das kleine
und das grosse Inoculum. Nach Kohkn und Harris hinge die durch-
schnittliche Fortpfanzungsgeschwindigkeit . von der Konzentration
des Sulfanilamidpraparates — und auch von der Art des Prépara-
tes — ab.

Daraus folgt: die direkte Wirkung der Sulfanilamidderivate
richtet sich gegen die Fortpflanzung der Bakterien, also gegen die Fer-
mentsysteme, die nicht den individuellen Stoffwechsel, sondern die
Plasmasynthese d. h. die Reproduktion katalysieren. Diese Hem-
mung kommt.aber erst nach einer gewissen Latenzzeit zur Geltung.
Schliesslich gehen die Bakterien im Gefolge dieser primédren Wirkung
zugrunde. Es sei ausdriicklich darauf hingewiesen, dass es sich nur
um eine scheinbare Bakterizidie handelt, die durch das Aufhoren der
Plasmasynthese bedingt, also als eine sekundire Wirkung anzusehen
ist. Auf die Einzelheiten diese Problems kommen wir noch zu
sprechen.

\

2. Ist das p-Aminobenzolsulfonamid Triger
der direkten Wirkung ?

Die Frage erscheint seltsam, nachdem die bakteriostatische
Wirkung der Sulfanilamidderivate im vorigen festgestellt wurde.
Im folgenden wird es sich zeigen, dass die Frage dennoch auf
Grund gewisser Beobachtungen lange berechtigt.war. Die Ansicht,
dass eigentlich nicht das p-Aminobenzolsulfonamid, sondern sein
im Organismus oder im Reagenzglas entstehendes Produkt
o die Wirkung ausiibe, wurde zum ersten Mal 1937 von Mayer®*®
betont. Er hat gefunden, das die Streptokokkensepsis der
Maus von dem p-Nitrobenzolsulfonamid (O:N.CH:.SO:NH:) bes-
ser beeinflusst wird als vom Sulfanilamid, ferner, dass diese Ver-
bindung im Reagenzglas vollkommen unwirksam ist, wihrend das
Sulfanilamid unter denselben Umstidnden bis zur Verdiinnung 1:5000
bakteriostatisch wirkt. Den auffallenden Unterschied zwischen der
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In-vivo- und In-vitro-Wirkung wollte er mit der Annahme erklaren,
dass keiner dieser Stoffe das wirksame Prinzip darstelle, sondern
eines von ihren gemeinsamen Oxydations- bzw. Reduktlonsproduk—
ten. Folgende Verbindungen kommen in dieser Beziehung in Be-
tracht: p-Hydroxylaminobenzolsulfonamid, p-Hydrazobenzolsulion-
amid, p-Azoxybenzolsulfonamid, p-Nitrosobenzolsulfonamid. Von
diesen Verbindungen war in vitro das p-Hydroxylaminobenzolsulfon-
amid die wirksamste. Ihre bakferizide Wirkung war in Serum-
bouillon und in wéssrigem Medium 10—100-mal stirker als die
‘des Sulfanilamid weshalb angenommen wurde, dass diese Ver-
bindung das wirksame Umwandlungsprodukt darstelle. Da im Orga-
nismus das p-Nitrobenzolsulfonsdureamid besser wirkt as das Sul-
fanilamid, werde die erste Verbindung im Organismus leichter zum
Hydroxylamin verwandelt als die zweite. Diese Auffassung fand
zahlreiche Anhiinger, besonders unter den amerikanischen Verfassern.
Mellon und seine Mitarbeiter versuchten sogar, der direkten Sul-
fanilamidwirkung obige Theorie zugrunde zu legen.

Nach Shaifer®®, *° besitzt das oxydierte Sulfanilamid (das
Hydroxylamino oder Nitroso Analogon) sowohl unter aeroben wie
auch unter anaeroben Verhiltnissen-eine energische bakterizide Wir-
kung, wihrend das Sulfanilamid iiber diese Eigenschaft nur in gerin-
gem Ausmasse verfiigt. Er beobachtete ferner, dass das p-Nitroben-
zolsulfonamid vom Gewebsbrei zum entsprechenden Hydroxylamin
reduziert wird. Ohne dem Sulfanilamid seine Wirksamkeit absprechen
zu wollen, héilt er diese Substanz fiir weniger wirksam als ihr Oxyda-
tionsprodukt. Fox'®, **® war der Ansicht, dass die Latenzzeit, nach
deren Ablauf die bakteriostatische Wirkung des Sulfanilamid zur
Geltung kommt, fiir die Oxydation des Sulfanilamid zu einem wirk-
samen Stoff notig sei. Aus demselben Grund nehme der Wert des

Oxydationspotentials in den sulfanilamidhaltigen Kulturen ab, -

wihrend er in den Kontrollkulturen ansteige. Schliesslich behauptet er
— andere Verfasser konnten aber diese Auffassung nicht bestitigen
— dass das Sulfanilamid bei vollstindiger Anaerobiose nicht wirksam
sei. Fiir seine Auffassunsg schien die Tatsache zu Sprechen, dass 'die
bakteriostatische Wirkung des p- Hydroxylaminobenzolsulfonamids
sofort, ohne Latenzzeit zur Geltung kommt.
. Mellon Shlﬂﬂ Maln und Locke224 225 226 25a 256 257 341 342 343
haben nach serienweisen Studien den Standpunkt emcrenommen dass
das p-Hydroxylaminobenzolsulionamid sowohl in vitro als auch in
* vivo gebildet wird. Auch die mit ultravioletten Strahlen behandelte
Sulfanilamidlésung wird zum Teil zu dieser Verbindung oxydiert. Die
Mengen des gebildetenr Hydroxylamins verhalten sich wie die Be-
strahlungszeiten. Die entstandene Menge kénne einige Prozente der
Muttersubstanz betragen. Eine #dhnliche Verwandlung des 4,4’-Dia-
minodiphenylsulfons wurde ebenfalls festgestellt, hingegen konnten
sie den Prozess fiir das Sulfapyridin nicht nachweisen. Zur quantita-
tiven Bestimmung des p-Hydroxylaminobenzolsulfonamids wurde
das Rosenthal-Baursche®® kolorimetrische Verfahren herange-
zogen. N P 3
Die Annahme, dass aus dem Sulfanilamid in dem Organismus
bzw. der Bakterlumzelle das entsprechende Hydroxylamin entsteht,
erkldrt, nach Mellon und seinen Mitarbeitern, auch den Wirkungs-

<
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mechanismus der Sulfanilamidderivate. Blaschko,” Keilin,'®® ferner
Sevag™ und ihre Mitarbeiter haben Mitte der dreissiger Jahre den
hemmenden Einfluss der Hydroxylamine auf die Katalasewirkung
festgestellt. Auf diesen Ergebnissen fusst die Annahme von Mellon
und seinen Mitarbeitern, dass die Zersetzung des H.O. das im Ver-
laufe der aeroben Bakteriumatmung entsteht, von dem Sulfanilamid
bzw. seinem Oxydationsprodukt, dem entsprechenden Hydroxylamin,
verhindert werde. Im Gefolge der Antikatalasewirkung komme es im
Bakteriumleib zur Peroxydansammlung, die die Zelle schliesslich

tote. Mellon und seine Mitarbeiter glaubten, diese Auffassung experi-

mentell bewiesen zu haben, denn sie fanden, dass die mit Sulfanil-
amid versetzten Bakterienkulturen mehr Peroxyd enthalten als die
Kontrollen. Die Peroxydansammlung war noch ausgeprigter, wenn
die Kulturen nicht mit Sulfanilamid, sondern mit p-Hydroxylamino-
benzolsulfortamid versetzt waren. Ferner wurde die Peroxydansamm-
lung auch in den Fillen beobachtet, wo die Hydroxylamino-Gruppe
nicht am Stickstoffatom des aromatischen Kerns (N*), sondern
am N'-Atom der Sulfonamidgruppe ausgebildet war.?*® Desgleichen
waren auch die Verbindungen vom Typ R.NH. CsH,:. SO.. NHOH
wirksamer (R bedeutet irgend ein Acyl-Radikal, z. B. Caproyl,
Valeryl oder Heptoyl). Auch das p-Methylbenzolsulfohydroxamid
(CH;.CeH:.SO..NHOH) fiihrte zu Peroxydanhdufung. Die Ver-
fasser behaupten, dass alle diese Verbindungen selbst im Falle sehr
grosser Inocula (z. B. 0,1 ccm Pneumokokken-Fleischbriihenkultur)
bakterizid wirken und diese Wirkung ausschliesslich durch die
Peroxydanhédufung bedingt sei. Ausser ihnen hat auch Lajos™ eine
miéssigere Peroxydanhidufung beobachtet, wihrend Fuller'*® in den
Sulfanilamid enthaltenden Kulturen nur so vie H:O. fand wie in den
Kontrollen. .

Mit dem oben’ Angefiihrten stehen auch die Beobachtungen von
Burton® und seinen Mitarbeitern in Einklang. Sie priiften die In-
vitro-Wirkung des p-Hydroxylaminobenzolsulfonamids gegen zahl-
reiche Krankheitserreger in Paralellversuchen mit Sulfanilamid und
Sulfapyridin. Auffallenderweise konnten sie aber die bakteriostatische
Wirkung des Sulfanilamid weder in Fleischbriihe noch im Agarnéhr-
boden, ausgenommen gegen Diphteriebazillen und Pneumokokken,
nachweisen. Sogar die Verdiinnung 1:500 war nicht imstande, die
Entwicklung der verschiedenen Bakterien zu verhindern. Hinsichtlich
der Inoculumgrosse teilen die Verfasser nichts mit, darum ist es sehr
fraglich, ob die Versuche den im vorigen Kapitel besprochenen
Bedingungen entsprachen. Im Gegensatz zur schwachen Wirkung
des Sulfanilamid wurde das Wachstum der verschiedenen Bak-
terienarten vom p-Hydroxylaminobenzolsulfonamid bis zur Ver-

diinnung 1:1.000—1:3.500 gehemmt. Die entsprechende -Nitroverbin-

dung war etwas schwicher wirksam.

Nach unserer Ansicht sind die meisten hier angefiihrten Ver-
suche zum Vergleich der bakteriostatischen Wirkung des Sulfanil-
amids und des p-Hydroxylaminobenzolsulfonamids aus technischen
Griinden ungeeignet. Die Technik der Verfasser entsprach in den
meisten Fillen nur fiir die Bestimmung der bakteriziden Wirkung.
Einige, wie z. B. Mayer,*® ferner Bratton® und seine Mitarbeiter,
sprechen im Zusammenhang mit der antibiotischen Wirkung des Sul-

d
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fanilamids und des p-Hydroxylaminobenzolsulfonamids ausdriicklich
von einer bakteriziden und nicht von einer bakteriostatischen Wir-
kung. Zwar behaupten Burton® und seine Mitarbeiter, die bakterio-
statitsche Wirkung dieser Priparate gemessen zu haben, sind wir auf
Grund ihrer Versuchstechnik der Ansicht, dass auch sie die bakterizi-
den Figenschaften der Verbindungen priiften. Hieraus glauben wir
darauf schliessen zu diirfen, dass das Sulfanilamid hinsichtlich
Bakterizidie dem p-Hydroxylaminobenzolsulfonamid nachsteht, wobei

_die angefiihrten Versuche in bezug auf die bakteriostatischen Eigen-
Schaften der zwei Verbindungen keinen entsprechenten Aufschluss
geben.

' Die Auffassung von Mayer, Mellon, seiner Mitarbeiter und ihren
Anhédngern wurde mit heftigen Widerspriichen aufgenommen. In
Erwiderung wurden zahlreiche Versuche und Argumente angefiihrt,
um diese Theorie zu widerlegen. Die Argumente lassen sich in nach-
stehenden Punkten zusammenfassen: 1. Keine einzige Tatsache
beweist, dass aus dem Sulfanilamid im Organismus. p-Hydroxyl-
aminobenzolsulfonamid entstehe. Thorpe, Tecwyn und Shellswell**®
konnten das Vorhandensein dieses Stoffes im Urin trotz systemati-
scher Untersuchungen nicht nachweisen. Sie sprechen der Rosenthal-
°Bauerschen Reaktion®® jedwede Spezifitiit ab, weshalb ihre positiv
ausgefallenen Versuche jeder Beweiskraft entbehren. Nach Thorpe
und seinen Mitarbeitern sei das Oxydationsprodukt des Sulfanil-
amid nicht das Hydroxylamin, sondern verschiedene Hydroxy-

. benzolderivate. 2. Im Organismus sind die Bedingungen der Ent- .
stehung "des Hydroxylamins iiberhaupt nicht gegeben, sogar die
eingefiihrte Verbindung wird ausserordentlich rasch abgebaut. Brat-
ton, White und Marshall®* beobachteten, dass 40% des dem Blute
hinzugegeben Hydroxylamins schon nach 5 Minuten verschwanden.
3. Auch die Antikatalase-Theorie von Mellon und seinen Mitarbeitern
ist nicht haltbar, da das Sulfanilamid auch auf solche Bakterien
wirkt, die Peroxyd nicht erzeugen und keine Katalase besitzen, fer-
ner, weil die Sulfanilamidwirkung unter anaeroben Verhiltnissen
unverindert zur Geltung kommt (Bliss und Long,” Broh-Kahn,*®
Winkler und Julius,*®® obwohl hier die Voraussetzungen der Peroxyd-
erzeugung nicht gegeben sind. Besdsse das Sulfanilamid nur eine
Antikatalase-Wirkung, so wire es gegen die himolytischen Strepto-
kokken, die Shiga- und Flexnerbazillen unwirksam, da in diesen Bak-
terien keine Katalase enthalten ist.*® Nun wirkt aber das Sulfanil-
amid auf diese Bakterien ebenso energisch oder noch energischer
als auf die katalasehaltigen Coli-, Schmitz-, Sonnebazillen usw.
Wire vom Gesichtspunkte der Sulfanilamidwirkung die Antikatalase-
Eigenschaft wesentlich, so wiirde jedes Hydroxylaminderivat chemo-
therapeutisch wirksam sein; hierfiir aber wurden bisher kKeine Beweise
erbracht. 4. Das p-Hydroxylaminobenzolsulfonamid miisste im Orga-
nismus schon deshalb unwirksam sein, weil seine Antikatalase-
Wirkuglg von den Eiweisskorpern in reversibler Weise behoben
wird.* : :

Nach diesen besteht heute kein Zweifel dariiber, dass die
chemotherapeutische Wirkung vom Sulfanilamid und nicht von einem
seiner Umwandlungsprodukte ausgeiibt wird. Gegen die Antikatalase-
Theorie von Mellon und seinen Mitarbeitern spricht ausser den
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angefiihrten Argumenten auch der Umstand, dass die Wirkung des
p-Hydroxylaminobenzolsulfonamids von der p-Aminobenzoesiure
nicht aufgehoben wird (Green und Bielschowsky'®), obwohl diese
Verbindung die Sulfanilamidwirkung in vivo und in vitro gleich-
weise aufhebt.

3 Die mit den Sulfanilamidderivaten zusammenhingenden
Interferenzerscheinungen.

Im Laufe der Studien iiber die Wirkungsweise der trypanoziden
Chemotherapeutica hat sich die Wichtigkeit der sog. Arznei-Inter-
ferenzerscheinungen gezeigt. Die Erscheinung wurde zuerst- von
Browning und Gulbransen® 1922 beschrieben, nachdem sie beobach-
tet hatten, dass die heilende Wirkung des Trypaflavin auf die
Nagana-Infektion von Parafuchsin neutralisiert wird. Spiter wurden
zahlreiche dhnliche Beobachtungen gemacht in bezug auf die Wir-
kung der Arsenverbindungen und der - Anilinderivate. Mit diesen
Beobachtungen, vonr denen die wichtigsten von Voegtin®® und seinen
Mitarbeitern, ferner von Jancsé und Jancsé'™, '™ gemacht wurden,
wollen wir uns hier nicht ausfiihrlich befassen, wir méchten nur
darauf hinweisen, dass die Bedeutung der Arznei-Interferenz auch in
der Erforschung der Wirkung der Bakterien-Chemotherapeutica
bewiesen wurde. Wihrend die mit den trypanoziden Mitteln zusam-
menhingenden Interferenzerscheinungen vorwiegend in Titerver-
suchen untersucht wurden, hat man die Interferenz der Sulfanilamid-
derivate fast ausschliesslich im Reagenzglas beobachtet und aus-
fithrlich erforscht. Wie gezeigt werden soll, brachte die Analyse
dieser Erscheinung eine entscheidende Wendung in der Erkenntnis
vom Wirkungsmechanismus der Sulfanilamidderivate, weshalb die
Priifung der Einzelheiten dieses Problems unerldsslich erscheint.

Bei der Besprechung der bakteriostatischen Sulfanilamidwir-
kung wurde bereits betont, dass diese Eigenschaft von den Versuchs-
bedingungen hochgradig beeinflusst wird. Auf die hemmende Wir-
kung der aus dem tierischen Organismus hergesteliten Stoffe (Pep-.
ton, Organextrakte) wurde besonders hingewiesen. Die Erscheinung
Wurde " Antisulfanilamid- oder Sulfanilamid-Antagonistenwirkung
genannt und vom Gesichtspunkte des Wirkungsmechanismus wurde
ihr schon ldngst eine grosse Bedeutung zugeschrieben. Heute scheint
die Bezeichnung Arznei-Interferenz um so mehr begriindet zu sein,
als die. Erscheinung bekanntlich auch im lebenden Organismus
~ vorkommt.

© Lockwood®’, **® hat die im Jahre 1938 zum ersten'Male beobach-
tete Antisulfanilamidwirkung des Peptons zur Erkldrung des Wir-
kungsmechanismus dieser Verbindung schon damals herangezogen.
Nach seiner damaligen Ansicht komme die bakteriostatische Wirkung
des Sulfanilamid in der Weise zustande, dass das Priparat die die
komplexen EiweisskOrper abbauenden Fermente vergifte; bei Vor-
handensein des Peptons kénnen die Bakterien darum gedeihen, weil
die fehlenden Eiweisabbauprodukte aus dem Pepton, also auf exoge- -
nem Wege, ersetzt werden. Nun iiben aber die Sulfanilamide auf die
proteolytischen Fermente keinerlei Wirkung aus (Fuller und Cole-



72

brook,™ Abderhalden) weshalb die 1939 publizierte Erkldrung von
McliIntosh und Whitby**® anscheinend richtiger ist als die Auffassung
Lockwoods. Letztere haben die Sulfanilamidwirkung wie folgt charak-
terisiert: ,,Sulphanilamide drugs are not simple germicides. They
probably act by neutralisation of some metabohc function of
enzymatic action.”

Stamp®*® teilte 1939 mit, dass er die Interferenz auch mit Bak-
terienausziigen zustande bringen konnte. Aus einer gewaschenen Sus-
pension von Streptokokken stellte er mit Ammoniumhydroxyd einen
Extrakt her, der die bakteriostatische Wirkung des Sulfanilamid
stark hemmte. Im Laufe der Konzentrierung und teilweisen Reinigung
dieser Extrakte machte er die Feststellung, dass der Hemmstoff ein
kleines Molekiil besitze. Der konzentrierte Stoff enthilt Stickstoff
und spricht auf die Ninhydrinprobe stark an. Nach Stamp sei dieser
Wirkstoff ein wesentlicher Bestandteil des Enzymsystems, das vem
Sulfanilamid gehemmt wird. Er glaubt mit Riicksicht auf seine
Thermostabilitidt, dass es sich um ein Coenzym handelt.

Der Beobachtung von Stamp kommt deshalb eine Bedeutung zu
weil die Spezifitit der Peptoninterferenz von Fuller und Colebrook“’
bezweifelt wurde. Nach ihnen werde die bakteriostatische Wirkung
der Sulfanilamide vom Pepton darum herabgesetzt, weil diese Wir-
kung in einem néhrstoffreichen Milieu nicht zur Geltung kommen
konne. Die Extrakte von Stamp waren aber in solch kleinen Mengen
wirksam, dass die Spezifitit der Wirkung fast iiber jedem Zweifel
stand. Andere Forscher wurden vor allem durch die Beobachtungen
Stamps veranlasst, den Mechanismus der Sulfanilamidwirkung auf
diesem Wege zu erforschen. Fiir dhnliche Untersuchungen hilt
Green'” den Bac. abortus Bang fiir das zweckmiissigste ,, Testobject”,
da dieser Krankheitserreger sich langsamer als der Streptococcus
entwickelt, wodurch sein Gedeihen leichter analysiert werden kann.
Auch Green konnte aus den verschiedenen Bakterien einen mit
der Sulfanilamidwirkung interferierenden Stoff herstellen, den er
,P-factor (,,pollulation” oder ,,proliferation” factor) nannte. Obwohl
seine Extrakte auch die Entwicklung der Sulfanilamide nicht énthal-
tenden Kulturen férderten, legte er der Interferenzerscheinung nicht
‘diese, sondern ihre antisulfanilamiden Eigenschaften zugrunde. Vom

.P-Faktor hat er festgestellt, dass er nicht artspezifisch ist, da er aus
den verschiedensten Bakterien hergestellt bzw isoliert werden
konnte. .

Das Studium der Interferenz erbrachte Anfang 1940 eine vom
Gesichtspunkte des Wirkungsmechanismus der Sulfanilamide aus
entscheidende Wirkung. Da die Bierhefe eine ansehnliche Menge von

* Antisulfanilamid-Stoff enthilt, versuchte Woods,*® diesen Stoff aus
dem Ammomumhydroxydextrakt der Bierhefe zu isolieren. Der
. Hemmstoff geht aus dem wéssrigen Auszug bei pH 4,5 in Aether
tiber und ldsst sich auf diese Weise konzentrieren und reinigen. Mit
dem konzentrierten gereinigten Prinzip stellte er verschiedene Reak-
tionen an. Durch Oxydation mit Salpetersiure ldsst sich seine Wir-
kung aufheben, durch Acetylierung und Esterifizierung abschwiichen. .
. Auf Grund dieser und anderer Eigenschaften nahm er an, dass der
Sulfanilamidantagonist mit einer Aminobenzoesdure oder ihrem -Deri-
vat identisch sein konnte. Die Annahme erhielt durch seine weiteren
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Versuche eine glinzende Bestitigung, indem er nachweisen konnte,
dass die p-Aminobenzoesdiure  die bakteriostatische Wirkung des
Sulfanilamid sehr stark hemmt; von 1 mol der Sdure wird die Wir-
‘kung von ungefihr 10.000 mol Sulfanilamid aufgehoben! Die
Beobachtungen von Woods wurden kurz darauf im Falle der verschie- -
densten Mikroorganismen von zahlreichen Verfassern (MacLeod,**
Weis und Jones,”* Landy und Wyano,”* Strauss, Dingle und Fin-
“land,”™ Miller,”” Levaditi,”™* Ivdnovics,” Kimmig,'*®, *** Hirsch,*®
Spink und Jermsta®®) ohne Ausnahme bestiitigt. Sie haben festgestellt,
dass die p-Aminobenzoesidure die bakteriostatische Wirkung der
verschiedensten Sulfanilamidderivate und der Sulfanilsdure (Moller
und Schwarz,* Ivdnovics,”™ Hirsch,**® Jensen und Schmith'™®) gleich-
erweise aufhebt. Die Verbindung wirkt aber auf die verschiedenen
Antiseptica nicht antagonistisch und die bakteriostatische bzw. "anti-
septische Wirkung der Benzoesidure, der Salicylate, Phenolderivate,
Chinone, Nitrobenzole oder die des Salols bleibt bei Vorhandensein
der p-Aminobenzoesdure unverindert. (Ivdnovics™®, **°) Die gegen
das Sulfanilamid gerichtete antagonistische Wirkung der p-Amino-
benzoesiure ist fiir das Molekiil kennzeichnend; Woods* hat die
o-Aminobenzoesdure fiir unwirksam, die m-Verbindung fiir kaum,
wirksam gefunden. Andere (Landy und Wyano,™* Ivdnovics,*®
Hirsch,**® Kimmig*®, **) fanden beide Isomere fiir gleich unwirksam.
Die Spezifitit der Wirkung der p-Aminobenzoesdure geht aus
Tabelle 16. hervor, die auf Grund der Literaturdaten zusammen-
gestellt wurde. Um die Wirkung der einzelnen Stoffe-vergleichen zu
kénnen, wurde die sulfanilamidantagonistische Wirkung der p-Amino-
benzoesaure mit 10.000 bezeichnet und die Wirkung der anderen
Stoffe hierauf bezogen.

Als Erginzung der Tabelle sei erwihnt, dass die verschiedenen
Ester der p-Aminobenzoesidurederivate, die eine Ortlich anidsthesie-
rende Eigenschaft haben, von mehreren Verfassern. (Kelfch'®* und
seine Mitarbeiter, Ktmmtg“‘“) untersucht und mit der p-Aminobenzoe-
sdure gleich wirksam oder etwas schwicher. gefunden wurden. Die
Ester wirken aber langsamer als die Grundverbindung (Woods),
wahrscheinlich darum, weil sie von den Bakterien vorerst verseift
werden miissen. Wahrscheinlich ist ihr verschiedener Spaltungsgrad
verantwortlich dafiir, dass ihre Wirksamkeit verschiedentlich ange-
geben wird.

Demnach besitzt die p-Aminobenzoesdure eine sehr Starke und
weitgehend spezifische Antisulfanilamidwirkung. Diese. Wirkung ist
an die in para-Stellung befindlichen Amino- bzw. Cdrboxylgruppe
gebunden. Woods fiihrt die von ihm beobachtete schwache Anti-
sulfanilamidwirkung der p-Nitrobenzoesiure darauf zuriick, dass die
Verbindung zum Teil reduziert wird. Jede Substitution in die Amino-

.oder Carboxylgruppe des Stoffes hat eine betrichtliche Wirksam-
keitsabnahme zur Folge. Darum wirken z: B. das p-Amino-benzoyl-
aminopyridin, die p-Aminobenzoyl-glutaminsiure, p-Aminobenzoyl-
aminoessigsidure, das p-Aminobenzamid usw. schwicher als die
Grundverbindung. In diesen Derivaten befindet sich die Carboxyl-
gruppe in einer Peptidbindung und die Wirkung kann wahrschein-
lich erst nach der Spaltung dieser Bindung entfaltet werden. Hier
kann. der Grund auch dafiir liegen, dass diese Derivate auf die ver-
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Tabelle 16.

Antisulfanilainidwirkung der p-Aminobenzoesdure umd der ihr ver-
wandten Verbindungen auf Grund der Daten von verschiedenen

Verfassern.

Dle erkung der p-Amincbenzoesidure ist zum Zweck der Vergleichung mit rund

10.000 angenommen.

Die Verbindung und ihre chemische Struktur An.tnsullfaml- Mikroorganis-
amidwirkung mus
p-Aminobenzoesdure, H,N.C.H,.COOH 10.000
p-Aminobenzoesdure-aethylester, )
HoN.CgH,.CO,.C.H; 10.000 Strept.393
1.200 Str. b. pl.207
p-Aminobenzoesiure-methylester, '

. HoN.CgH,.CO,.CH; 30 Str. b. pl.207
Novocain, H,N.CgH,.COO.CH,.CH;.N(C;H;), 10.000 Cl. acet.319
Tutocain* 170 Str. b. pl.207
Pantocain* 5 Str. b. pl. 207
p-Aminobenzamid, H,N.CgH,. CO NH, 30 Cl, acet.’19

100 Str. b. pl.207
p-Aminobenzoyl-glycin, ’
H,N.C:H,.CO.NH.CH,. COOH 160 Str. b. pl.207
p-Aminobenzoyl-e-alaninaethylester,
H,N.C¢H,.CO.NH.CH.(CH3).CO,.C,H; 10 Str. b. pl.207
p-Aminobenzoyl-glutaminsdure, (d und 1)** 300 Strept.165
" N-p-Aminobenzoyl-p-amino- :
benzoesiure, H,N.C¢H,.CO.NH.C;H,.COOH - 2 Str. b. pl.2o7
2-(p-Aminobenzoylamino)-pyridin,
HoN. CgH,.CO.NH.C,NH; 1 Strept.393
1 p-Aminophenylessigsiure, H,N.C.H,.CH,.COOH 0 Cl., acet.319
0 . Strept.2t2
.p-Aminophenylglycin, H,N:CgH,.CHNH,COOH 160 Str. b. pl.207
0 Strept.212
N-Acetyl-p-aminobenzoesiure,
H3;C.CO.NH.C¢H,.COOH 160 Str. b. pl.2o7
p-Hydroxylaminobenzoesédure (?),
HONH.C¢H,.COOH 1 Strept.308
p-Nitrobenzoesdure, O,N.C¢H,.COOH. 1 Strept.393
0 Staph.19
3 Cl. acet.s1®
I p-Hydroxybenzoesdure, HO.CgH,. COOH 0 Strept.393
0 Str. b. pl.207
) 0 * Staph. 120
| p-Toluylsiure, H;C.C¢H,.COOH 0 Strept.393
p-Aminophenyl-stibinsdure, H,N.CgH,.SbO;H, 0,2 Str. b. pl.20?
p-Aminphenyl-arzinsdure, HyN.CgH,.AsOzH, 0 Str. b. pl.27
Erklarung: Str. b. p. — Streptobacterium plantarum; Strept. — Streptococcus

haemolyticus; Cl. acet. — Clostridium acetobutylicum; Staph — Staphylo-

coccus aureus.

(?) = die Reinheit der Verbindung war fraglich
* — Diese Verbindungen™ sind die Ester der p-Aminobenzoesidure. Ihre
Struktur war wegen Raummangel nicht abzubilden

** = siehe die Struktur auf S, 81,
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schiedenen Bakterien verschieden wirken. Nach dem Erwihnten ist
die aromatisch gebundene Carboxylgruppe eine Voraussetzung fiir
die Antisulfanilamidwirkung; es hat aber den Anschein, dass diese
Regel nicht ausnahmslos giiltig ist. So wurde z. B. das p-Amino-
phenylglycin von Kuhn®™ und seinen Mitarbeitern fiir schwach
wirksam befunden. Andere Verfasser dagegen (Landy und Wyano®?)
haben unter anderen Bedingungen die Unwirksamkeit dieser Verbin-
dung beobachtet. Fiihrt man in die Aminogruppe der p-Aminobenzoe-
sdure einen Substituentén ein, so wird die Wirkung wieder schwicher.
So ist z. B. die Acetylaminobenzoesdure nur schwach wirksam.

Die Antisulfanilamidwirkung ist fiir die p-Aminobenzoesiure
sehr charakteristisch; ihre Derivate und die mit-ihr verwandten Ver-
bindungen sind kaum oder iiberhaupt nicht wirksam. Es ist noch
nicht ganz klar, ob die Substitution in die Amino- oder Carboxyl-
gruppe die. Wirkung vollkommen aufhebt. Zweifelsohne nimmt die
Wirkung nach der Substitution ab, es fragt sich nur, ob diese Wir-
kungsabnahme durch die urspriinglichen Eigenschaften der neuen
Verbindung oder dadurch bedingt ist, dass die Bakterientitigkeit aus
den Derivaten p-Aminobenzoesidure -abspaltet.

Mehrere Verfasser priiften die Frage, ob es auch andere Ver-
bindungen gibt, die antagonistisch dem Sulfanilamid wirken. In dieser
Beziehung wurden die akzessorischen Stoffe (Vitamine) fiir unwirk-
sam befunden. Green**” beobachtete in seinen mit Bac. abortus Bang
durchgefithrten Versuchen die Unwirksamkeit des Aneurins, der
Nikotinsdure und ihres Amids, ferner erwiesen sich auch das g-Ala-
nin, die Pimelinsdure, Indolessigsdure, Uracil, Glutamin, Inosit und
das Biotin als unwirksam. Im Falle von Streptococcus, Staphylo-
coccus und Colibazillen wiesen Aneurin, Pantothensdure, Adermin,
Cocarboxylase, Adenylsidure (Ivdnovics*®, **) keine Antisulfanil-
amidwirkung auf. Wood und Austrian®* haben bei denselben Bak-
terien die Unwirksamkeit des Nikotinsdureamids, Thiamin und der
Cocarboxylase bewiesen. Harris und Kohn'** untersuchten vom
Gesichtspunkte der Antisulfanilamidwirkung zahlreiche Purin- und
Pyrimidinbasen und zahlreiche auch von anderen gepriiften, biolo-
gisch wichtigen Stoffe; alle waren in den Versuchen inaktiv.

Die Behauptung von West und Coburn,”™ dass der Cozymase
eine Antisulfanilamidwirkung zukomme, steht in scharfem Wider-
spruch mit den erwihnten negativen Ergebnissen. Andere Verfasser
(Ivdnovics,”™ Wood und Austrian,’*® Harris und Kohn'*') konnten
seine Ergebnisse nicht bestitigen. Wood und seine Mitarbeiter haben
in synthetischem Ndhrboden die foérdernde Wirkung der Cozymase
auf das Staphylococcenwachstum beobachtet; sie glauben, dass West
und Coburn die Antisulfanilamidwirkung der Cozymase aus dieser .
Beobachtung ableiten.

Interessanterweise fand Johnson,**® dass das Urethan (Aethyl-
carbamat) eine Antisulfanilamidwirkung besitzt. Mcllwain*** beobach-
tete ebenfalls, dass dieser Stoff die bakteriostatische Wirkung des
Sulfanilamid herabsetzt, die Hemmung war aber so geringfiigig,
dass sie keineswegs als spezifisch angesehen werden konne. In seinen
Versuchen konnte 1 mol Urethan nur die Wirkung von 0,01—1 mol

_ Sulfanilamid neutralisieren. Wenn man beriicksichtigt, das 1 mol

p-Aminobenzoesiure die Wirkung von Tausenden der Sulfanilamid-
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molekiile-aufhebt, so ist diese Wirkung wahrlich als unbedeutend zu
betrachten. A

Da verschiedene Organextrakte, ferner die Abscnderungen von
gesunden und kranken Menschen eine Antisulfanilamidwirkung
besitzen, diirfte .diese Eigenschaft mit ihrem Gehalt an p-Amino-
benzoesdure zusammenhidngen. Die quantitative Bestimmung der
p-Aminobenzoeséure in diesen Stoffen war schon frither und ist noch
immer eine wichtige Aufgabe. .Prinzipiell kann die Bestimmung
dhnliche wie andere biologische Verfahren erfolgen, indem man aus

~der Wirkung auf die Menge des wirksamen Stoffes schliesst. Wichtig
ist dabei, die Versuche in einem Medium (Ndhrboden) vorzunehmen,
das mit diesem Stoff nicht verunreinigt ist. Natiirliche Ndhrboden
(Fleischbriihe, Peptonwasser) kommen aus diesem Grunde nicht in
Frage, nur die sog. synthetischen Nidhrboden konnen sich in diesen
Versuchen bewihren. Es schien besonders der Colibacillus zu diesen
Versuchen sich zu eignen, da er auch in sehr einfach zusammen-
gesetzten Nihrbiden, z. B. in einer nur Glucose und Salze enthalten-
den Liosung, gedeiht. Hiermit diirfte es zusammenhingen, dass der
erste Erforscher dieses Problems, MacLeod,™ seine Versuche mit
diesem Bakterium anstellte. Er versetzte einen aus Glucose und Salz-
mischung hergestellten' Nihrboden mit so viel Sulfanilamid dass die
eingeimpiten Colibazillen sich nicht vermehren konnten, dann fiigte
er dem Rohreninhalt eine entsperchende Menge des Antisulfanilamid-
stoffes hinzu und priifte die Rohren auf Bakterienwachstum nach
24 Stunden. Nach der Priifung einer Anzahl von Stoffen hat er fest-
gestellt, dass auch das verdaute Casein eine Antisulfanilamidwirkung
besitzt, die nicht durch Verunreinigung mit p-Aminobenzoesiure
bedingt sein diirfte. ‘

Vor der Besprechung dieser Beobachtung sei noch erwihnt,
dass die bakteriostatische Wirkung der Sulfanilamide gegen die Coli-
bazillen in dem mit hydrolysiertem Casein hergestellten Ndhrboden
weniger zur Geltung kommt als in der Glucose-Salzmischung. Aus .
Tabelle 13. (s. Seite 57) ersieht man, dass das Sulfamethylthiazol in
der Glucose-Salzmischung (synthetischer Nihrboden) am stirksten,
im Caseinnidhrboden weniger stark und in der Fleischbrithe am
schwichsten wirksam ist. Die Erscheinung wire am einfachsten -
dadurch zu erklidren, dass die bakteriostatische Wirkung der Sul-
fanilamide in dem néhrstoffreichen Caseinnidhrboden weniger zur’
Geltung kommen konne als in der Glucose-Salzmischung. Wire
diese Erklidrung richtig, so wiirde noch immer die Frage offen bleiben,
ob diese Wirkung eine spezifische Eigenschaft eines im Casein-
hydrolysat befindlichen Stoifes ist oder von jedem Energiespender
des Niahrbodens herriihren kann. Auf diese Frage antworten wir im
folgenden zum Teil auf Grund unserer eigenen Erfahrungen, zum
Teil auf Grund der Literaturdaten.

Aehnlich wie in unserem vorigen Versuch, wurde auch die
bakteriostatische - Wirksamkeit des Sulfanilamid in verschiedenen
Nihrboden gepriift. In der Glucose-Salzmischung betrigt .der bak-
teriostatische Titer dieses Prédparates mol/8000, in Caseinndhrlosung
mol/2000, wihrend die in Fleischbriihe geimpften Colibazillen selbst
bei der Sulfanilamidverdiinnung mol/1000 sich vermehren konnten.
Im weiteren wurden 5 ccm des nach Sehyun®® und seinen Mitarbei-
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tern hergestellten synthetischen: Nédhrbodens mit Sulfanilamid
1:10.000 versetzt, dann wurden die in Tabelle 17. verzeichnete Stoffe
in ie 2 ccm Volumen in die Rohren eingetragen, schliesslich die
Roéhren mit je 3000 Colibazillen beimpft. Die Resultate waren nach |
24 Stunden Ziichtung folgende:

Tabelle 17..

Wachstum der Colibazillen in der Anwesenhegit von 1:10.000 Sulfanil-
amid unter der Einwirkung von verschiedenen Substanzen.
(Ein am 15. 2. 1941 ausgefiihrter, nicht mitgeteilter Versuch)

B:::‘g:j’;]‘gg hinzugefiigter Stoff Wachstum
[
t
1 2 ccm Kochsalzlésung -
2 2 mg durch Filtrierung sterilisiertes Casein —
3 2 mg mit Schwefelsiure hydrolysiertes Casein 44+
4 10 mg mit Salzsdure hydrolysiertes Gelatin *= - +++
5 1 mg , E] -+
6 2 ccm dxalysnertes Pferdeserum —
7 0,2 ccm mit Schwefelsdure hydrolysiertes
. : Pferdeserum S+

8. 2 mg Tyrosin,Ti’yptophan, Leuzin, Cystin, L=

: Glycocoll oder Glutaminsdure

.9 10 mg mit HNO, oxydiertes Casein-hydrolysat —

Der native Eweissstoffe (Casein Hammerstein oder dialysiertes
Pferdeserum) hatte keine Interferenz zur -Folge, nach seiner Sdure-
hydrolyse machte sich aber eine bedeutende Antisulfanilamidwirkung
bemerkbar. Anscheinend rufen nicht alle Aminosduren des Hydroly-
sates eine Interferenz hervor, da mehrere hierauf gepriiften Amino-
sauren fiir unwirksam befunden wurden. Die Oxydation mit Salpeter-
sdure hebt die Antisulfanilamidwirkung der Hydrolysate interessant-
erweise auf. Diese Erscheinung spricht dafiir, dass der Wirkung
doch eine Aminosiure zugrunde liegt.

Da die in der vorigen Tabelle angefiihrten Eiweisskorper nicht
restlos gereinigt werden konnen, bleibt die Frage, ob die Wirkung
durch eine Verunreinigung bedingt sei, dahingestellt. Darum wurden
die Versuche mit einem Eiweisskorper wiederholt, der sich besser als
das Casein reinigen lassen diirfte, mit zweimal umkristallisiertem
und anhaltend dialysiertem Serumalbumin. Die Ergebnisse befinden
sich in Tabelle 18.

« Der Versuch ldsst die Annahme zu, dass der eine Antisulfanil-
amidwirkung besitzende Stoff aus.dem Eiweisskorper selbst herriihrt,
und nicht aus einer 'am Eiweisskorper haftenden Veninreinigung.
Der Stoff wird erst nach stattgefundener Sdurehydrolyse wirksam,
von der Alkalihydrolyse wird er vernichtet. v

Die im obigen Versuch besprochene Erscheinung kann nach
den Beobachtungen von Bliss und Long,” ferner Harris und Kohn,***
leicht ausgelegt werden. Bliss und Long haben nachgewiesen (1941),
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Tabelle 18.

Wachstum der Colibazillen in der Anwesenheit von 1:10.006 Sulfanil-
amid unter der Einwirkung von Eieralbumin.
(Ein am 3. 3. 1941. ausgefiihrter nicht mitgeteilter Versuch)

B;:fl;}?dnhllrg g hinzugefiigter Stoff Wachstum
L. .. 2 ccm phys.NaCl-Losung . —
2, ... .. 400 ccm Eieralbumin —
3.0 40 mg mit Schwefelsdure hydrolysiertes Eleralbumm ++
4. . . . ... 4 mg , » +++
5 . ... .. ‘40 mg mit Natronlauge hydrolysnertes Eleralbumm —

dass in synthetischem Nidhrboden die Wirkung von 8,6—12,7 mg %
Sulfanilamid auf die Colibazillen von dem Metkionin in spezifischer
" Weise behoben wird. Die Wirkung wurde innerhlab der Grenzkon-
zentrationen 0,015—1000 mg % beobachtet, die niedrigeren und héhe-
ren Konzentrationen waren gleicherweise wirkungslos. Homomethio-
nin, Cystein, S-Methylcystein, Homocystein, Cholin, zahlreiche
Aminosduren — ausgenommen das Arginin und Lysin — waren
unwirksam. Letztere sollen nach Long und Bliss eine geringe Anti-
sulfanilamidwirkung haben. Harris und Kohn brachten noch mehr
Beweise fiir die Antisulfanilamidwirkung des Methionins und wiesen
seine Wirksamkeit auf Sulfanilamid, bulfapyndm und Sulfathiazol
nach. Wurden aber die Sulfamlamtde in grossem Uberschuss ver-
wendet, so unterblieb die Methionininterferenz, obwohl die p-Amino-
benzoesdure auch in diesen Fillen wirksam war. Die optimale
Methioninkonzentration liege bei mol 10-°—107". Die Wirkung
komme im Proteospeptonnihrboden nicht zustande, dies sei aber
selbstverstindlich, da der Ndhrboden selber Methionin enthalte. In
Verfolgung des Problems haben Harris und Kohn festgestellt, dass
das Pepton nebst p-Aminobenzoesidure und Methionin auch einen
dritten wirksamen Bestandteil enthilt, doch konnte iiber die ndhere
Natur dieses Stoffes nichts ermittelt werden. Die Methionin-
* wirkung erwies sich als weitgehend spezifisch; das I(-)-Methionin
ist 10—100-mal wirksamer als sein optischer lsomer. Von ver-
schiedenen zahlreichen schwefelhalticen und schwefelireien Amino-
sduren war nur das Methionin wirksam. Ferner haben Harris und
Kohn festgestellt, dass das Methionin von der Colisuspension nicht
oxydiert, decarboxyliert oder desaminiert wird. Die Verfasser sind
deshalb der Ansicht, dass diese Aminosdure nicht als ein einfacher
Energiespender, sondern als Katalysator w1rke der besonders die
Zellteilung fordere.

Der in Tabelle 19. dargestellte Versuch enthilt vergleichende
Daten in bezug auf die Antisulfanilamidwirkung des Methionins und
der p-Aminobenzoeséure.

Schon bisher sprechen mehrere Beobachtungen dafiir, dass es
ausser der p-Aminobenzoesidure und dem Methionin auch andere
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Tabelle 19.

. Antisulianilamidwirkung von Methionin oder p-Aminobenzoesdure
nach Hinzufliigung von 5 ccm der Glucose- Ammoniumsalzndghrigsung.,

Wachstum
Konzent. des Sulfanilamid - — -
Kontrolle |1 mg Methionin | | M8 P-Amino-
benzoesdure
"~ mol/500 . — — it
mol/1.000 — — A
mol/2.000 . — — N
mol/4.000 v — + At
mol/8.000 —_— +++ 4
mol/16.000 ++ +H+ +++

Stoffe mit einer Antisulfanilamidwirkung gibt. In Zusammenhang
mit den Erfahrungen von Harris und Kohn wurde schon erwihnt,

dass im Pepton ausser den obigen auch das Vorhandensein eines
dritten Stoffes mit dieser ‘Wirkung vermutet werden kann. Tabon,

Nitti und Musset™, **, *3 ** haben die Antisulfanilamidwirkung der
verschiedenen Peptonsorten mit besonderer Sorgfalt analysiert und
festgestellt, dass die Antisulfanilamidwirkung des Peptons nicht
allein auf seinen p-Aminobenzoesiduregehalt zuriickegfiihrt werden -
kann, da durch Cellophan die Antisulfanilamidstoffe des Peptons nur
zum Teil dialysieren. Demnach diirfte ein Teil der Wirkung an ein
grosses Molekiil gebunden sein. Wird das Pepton mit Ketengas
acetyliert, so nimmt nicht nur die Zahl der Aminogruppen, sondern
auch die Antisulfanilamidwirkung ab. Merkwiirdigerweise wird ‘die
Antisulfanilamidwirkung des Peptons durch 1:3 verdiinnte heisse
Salzsdure zum grossen Teil vernichtet. Ferner ist es interessant,
dass in den einzelnen Peptonarten die Menge der diazotierbaren
Bestandteile und die Antisulfanilamidwirkung sich nicht parallel ver-
halten. Tabon und seine Mitarbeiter machten die Beobachtung, dass
in einem synthetischen mit Proteus vulgaris geimpiten Ndhrboden
5 mg Pepton oder 1 ¥ p-Aminobenzoesidure die Wirkung von 0,5 mg
Sulfanilamid aufheben, beide zusammen gegeben kénnen aber 6—7
mg enthemmen. Hieraus schliessen sie darauf dass sich im Pepton
ein Synergist der p-Aminobenzoesiure befinde. Tabon und seine
Mitarbeiter fanden aber nicht nur im Pepton, sondern auch in der

Hefe einen Stoff mit Antisulfanilamidwirkung, der mit der p-Amino-
benzoesdure nicht identisch sei. Bedauerlicherweise war die oben
besprochene Wirkung des Methionins Tabon und seinen Mitarbeitern
unbekannt, es bleibt also dahingestellt, ob ihre Beobachtungen etwa
nicht mit dieser Aminosiure zusammenhdngen. Auch von dem
Charakter der sulfanilamidantagonistisch wirksamen Stoffe, die in
dem gereinigten Hefeextrakt von Loomis, Hubbard und Neter®*® neben
der p-Aminobenzoesidure gefunden wurden, ist recht wenig bekannt.
Dasselbe gilt auch von den Beobachtungen von Green und Biel-
schowskyv*® mit den Ausziigen des Bac. paramelitensis. Alle diese
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Untersuchungen weisen eindeutig darauf hin, dass. die Extrakte

tierischer und bakterieller Herkunft ausser dem Methicnin und der

p-Aminobenzoesidure auch andere Antisulfanilamide enthalten. Diesen -
scheint aber vom Gesichtspunkte der Sulfanilamidwirkung aus nur

eine zweitrangige Bedeutung zuzukommen.

4. Die physiologische Rolle der p-Aminobenzoesiure.

In Kenntnis der p-Aminobenzoesiure-Interferenz wurde die
bakteriostatische Wirkung des Sulfanilamid von Fildes® im Jahre
1940 folgenderweise ausgelegt: ,,p-aminobenzoic acid is an essential
metabolite for bacteria, although for technical reason it has not yet
been proved to be a growth factor in the absence of a bacierium
which can not synthetize it. This essential metabolite is normally
associated with an enzyme, and sulphanilamide being structurally
similar to it, is capable if in sufficient concentration of displacing
p-aminobenzoic acid from its enzyme and stopping its essential line
of metabolismus.” Die Hypothese. von Fildes wurde kurz darauf
erhirtet, da Mikroorganismen gefunden wurden, die nur in p-amino-
benzoesaurehaltigen Nihrboden gedeihen konnten. Demnach verhielt
sich der Stoff gegeniiber den Bakterien wie ein Vitamin.

Wie erwihnt, war Woods nicht imstande, aus dem Hefeextrakt
p-Aminobenzoesiure zu isolieren und er vermutete ihr Vorhanden-
sein nur aus ihrer Wirkung. Der endgiiltige Beweis konnte nur durch .
die Isolierung erbracht werden. Dies gelang noch 1940 Rubbo und
Gillispie,”*® die aus der Hefe das Benzoylderivat der p-Aminobenzoe-
sdure herstellten. Blanchard®® konnte die- Sdure aus der Hefe in
freiem Zustand isolieren. Er machte die Beobachtung, dass die Ver-
bindung in der Hefe in freier Form und auch in irgend einer gebunde-
nen Form — wahrscheinlich in Peptidbindung —- vorkommt.

Kuhn und seine Mitarbeiter isolierten diese aromatische Amino-
saure auf einem anderen Wege, unabhingig von den erwidhnten
Untersuchungen. Bekanntlich ist die-Milch der Kiihe, die mit dem sog. .
»Silofutter gefiittert werden, fiir die Herstellung von Kisesorten
harter Konsistenz ungeeignet. Diese seltsame Erscheinung wurde mit
einem akzessorischen Stoff in Zusammenhang gebracht und ange-
nommen, dass sich der Lactobazillus bei seinem Nichtvorhandensein
nicht vermehren konne. Kuhn, Miiller und Schwarz®", *' versuchten
unter Verwendung eines Milchsdurebakteriums, des Streptobak-
terium plantarum, als Testobject, diesen hypothetischen Stoif, dass
. Vitamin H', zu isolieren. Durch Verarbeitung der Hefekonzentrate
konnte das Vitamin H in Form seines Methylesters isoliert werden.
Im Laufe der chemischen Untersuchung hat es sich gezeigt, dass
das Vitamin mit der p-Aminobenzoesiure identisch ist.

Ausser dem Streptobakterium plantarum ist jetzt auch von
anderen Bakterien bekannt, dass sie die p-Aminobenzoesiure nicht
zu synthetisieren vermogen, weshalb sie nur bei ihrem Vorhanden-
sein geziichtet werden koénnen. Rubbo und Gillispie®*® haben fest-
gestellt, dass das Clostrydium acetobutylicum, das in der Industrie
fiir die Azeton- und Butylalkoholgdrung verwendet wird, die p-Amino-
benzoesidure gleichfalls benotigt. Der p-Aminobenzoesidurebedarf
dieser Bakterien ist ziemlich gering: fiir das Streptobakterium planta-
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rum 1,6X107* glcem, fiir das Cl acetcbutylcum 1,5X107* mel
reichen schon aus. Ausser diesen konnen der I.actobacillus arabinosus
(Isbell™®), eine Art der Neospora mutans (Tafum und Beadle®"),
das Acetobakt. suboxydans (Lampen,*® Landy und Dickens™ und
ihre Mitarbeiter), der Lactobacillus' casein und einzelne Stamme der
Diphtheria gravis (Chattaway® und seine Mitarbeiter) die p-Amino-
benzoesdure nicht entbehren.

Es diirite sich eriibrigen, auf die sonstigen biologischen Figen-
schaften der p-Aminobenzoesdure ausfiihrlich einzugehen. Dieser
- Stoff, der anscheinend auch von hoher geordneten Lebewesen
beansprucht wird, wurde von Ansbacher® in den B.-Komplex einge-
reiht. Seine Rolle ist Vorlauflg unbekannt, er scheint auch an der Mela-
ninbildung beteiligt zu sein (Martin, Wisansky und Ansbacher**).
Nach Lipmann®* werde die Oxydation der p-Aminobenzoesidure durch
H.O. von der Peroxydase katalysiert. Die Oxydation liefert ein
unbekanntes Pigment. Die Bildung dieses Pigmentes wird vom Sul-
fanilamid verhindert. Als Ergédnzung sollen noch die Beobachtungen
von Bauer und Riif*° erwihnt werden. Sie haben gefunden, dass die
Spontanoxydation des p-Hydrochinons, ferner die durch die Kartoffel-
tyrosinase bedingte Oxydation des Tyrosins von der p-Aminobenzoe-
sddre, der Sulfanilsiure und den Sulfanilamiden gleicherweise
gehemmt werden. Diese Beobachtungen sind aber vorldufig fiir die

chemotherapeutische Wirkung des Sulfanilamid belanglos.

Wie erwihnt ist die p-Aminobenzoesdure nach Blanchard in
der Hefezelle zum Teil in gebundenem Zustand vorhanden. Auch
andere Beobachtungen sprechen dafiir, dass dieser Stoff in den Bak-
terien und dem Organismus, wenigstens zum Teil, gebunden ist. Aus
diesem Grunde etrhebt sich die Frage, ob die gebundene p-Amino-
benzoesdure nicht wirksamer ist als die freie. Auhkagen® hat gefun-
den, dass die p-Aminobenzoyl-I(+)-glutaminsiure

H.N—CH: —CO —NH — C'JH — (CH:). — COOH

COOH A
als Wuchsstoff 8—10-mal wirksamer ist als die p-Aminobenzoe-
saure. Diese Wirkung ist fiir das genannte Peptid kennzeichnend;
sein optisches Antipod, das N-p-Aminobenzoylglycin, -glycylglycin,
-leucin, sind urwirksam. Anscheinend ist die p-Aminobenzoyl-l(+)-
glutaminsdure der p-Aminobenzoesidure nur als Wuchsstoff iiber-
legen. Ihre Antisulfanilamidwirkung ist unwesentlich (Ivdnovics'®),
z. B. im Falle von Streptokokken 100-mal schwdcher als die der
p-Aminobenzoesdure.

Unter den mit der'p- Ammobenzoesaure verwandten Verblndun-
gen zeigt die p-Aminophenylessigsiure (H.N.C.H,.CH..COOH)
ein ganz besonderes Verhalten. Als Wuchsstoff wirkt sie auf das
Cl. acetobutylicum nach Rubbo und Gillispie*® ungefihr 10-mal so
stark wie die p-Aminobenzoesidure, dagegen besitzt sie keine Anti-
sulfanilamidwirkung. Diese Erscheinung zu erkldren ist umso schwe-
rer. als sie, wie im folgenden noch gezeigt wird, mit den gegenwer-
tigen Kenntnissen iiberhaupt nicht in Einklang gebracht werden kann.
Die Ursache dieses eigenartigen Verhaltens ldsst sich vorldufig nicht
ermitteln. Es hat den Anschein, dass sich die Verbindung mit anderen

6
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Bakterien anders verhilt. Landy und Dickens®™* haben die p-Amino-
phenylessigsdure als Wuchsstoff fiir das Acetobakt. suboxydans nur
wenig wirksam gefunden.

5 Ndhere Verhdltnisse des zwischen Sulfanilamid
und p-Aminobenzoesdure bestehenden Antagonismus.
Wesen der Sulfanilamidwirkung.

Gemiss der Auffassung von Fildes werden die Mikroorganis-
men bei Vorhandensein gewisser Hemmstoife beziiglich ihrer Nihr- -
stoffanspriiche empfindlicher, indem sie im Gefolge ihrer gehinderten
Fermenttitigkeit auch solche Stoffe beanspruchen, die sie sonst ohne
Schwierigkeiten erzeugen. Nach Woods Entdeckung ist das Gesagte
auch von' der Sulfanilamidwirkung giiltig geworden: Sulfanilsdure,
Sulfanilamid bzw. ihre Derivate verdringen die p-Aminobenzoesdure
— vermittels ihrer dhnlichen Struktur — aus dem Bakteriumleib und
nehmen deren Stelle ein, ohne jedoch ihre Rolle zu iibernehmen. Wie
auch schon von Stamp vermutet wurde, ersetzt die die Interferenz
hervorrufende Verbindung nicht das Ferment, sondern nur seine
wirksame Gruppe (prosthetische Gruppe, Coferment). Dass der sul--
fanilamidbedingten Hemmung ein Wettbewerb mit der p-Amiro-
benzoesdure zugrunde liegt, erhellt aus dem Umstand, dass schwefel-
freie Verbindungen, sofern sie eine dhnliche Struktur besitzen, wirk-
sam sein konnen. Fiir die Auffassung von Fildes lassen sich auch die
quantitativen Verhiltnisse des Antagonismus auswerten. Zwar wird
den Beziehungen der chemischen Struktur zur Wirkung ein beson-
deres Kapitel gewidmet, erfordert das auigetauchte Problem eine
allgemeine ErOrterung schon an dieser Stelle.

' Frither legte man der chemotherapeutlschen Wirkung die
Gruppe

-zugrunde. Bauer und Rosenthal'* gaben 1939 bekannt, dass die
mit Streptokokken infizierte Maus auch mit arsen- oder phosphor-
haltigen Benzolderivaten, z. B. mit der 1,4, Nitro-4-aminodiphenyl-
arsinsdure oder der bis-(4-Dimethylamino-phenylphosphorsiure) er-
folgreich behandelt werden kann. Zu dieser Zeit"konnte aber noch
nicht éntschieden werden, ob diese Verbindungen nach einem &hn-
lichen Mechanismus wie das Sulfanilamid wirken oder eine neuartige
chemotherapeutische Wirkung darstellen. Von der Phosphanilsidure
wurde im Jahre 1942 festgestellt, dass es die Entwicklung des Strepto-
bakterium plantarum aufhebt und die Wirkung der p-Aminobenzoe-
sdure ausgleicht. Demnach sind auch die Molekiile mit der Gruppe

—N —</ M-p

imstande, die p-Aminobenzoesdure zu verdringen. Dagegen besitzt -
das édhnliche Arsenderivat keine Sulfanilamidwirkung.
Ahnlich wie die Sulfanilamide, beeinflussen auch die p-Nitro-

-

]
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benzoesdure und ihre Ester die durch Pneumococcus (Mayer und
Oechslin®® Domagk,” Barlow,® Ivdnovics**’) und Streptococcus viri-
dans (Gruhzit**) bedingte Infektion der Maus in giinstigem Sinne.
~Nach Domagk wirke das ,,Amonal* (O:N.C¢H,.CO..CsHi:) auf die
Pneumokokkeninfektion noch energischer als das Sulfapyridin und
das Sulfathiazol. Auch in meinen Versuchen war die p-Nitro-
‘benzoesdure gegen die Infektion der - Miuse mit Pneumococcus
Typ 7 wirksamer als das Sulfanilamid. Die p-Nitrobenzoesiure
(NO: . C;H. .COOH) iibt im Caseinnihrboden auf den Staphylococcus
eine ausgeprigte bakteriostatische Wirkung aus; die Bakteriostase
wird von der p-Aminobenzoesiure aufgehoben (Ivdnovics'®). Aehn-
liche Beobachtungen machte Hirsch'® mit dem p-Aminobenzamid
&HzN.CoI-L.CO.NHz). Demnach k('jnner|1 die Verbindungen mit der

ruppe : : :

EN—/_\/fcs err =N—©—§E

gleichfalls sulfanilamiddhnlich wirken. In bezug auf die Wirkung der
Verbindungen dieser Art sind die -Untersuchungen von Kuhn®®, **7
und seinen Mitarbeitern besonders aufschlussreich. Sie, ferner Auha-
gen,® haben festgestellt, dass von dem 4,4’-Diaminodiphenylsulfon
(H:N.CsH..SO:.C...NH.) dhnlichen schwefelfreien Verbindungen,
die p-Aminophenylketone eine Sulfanilamidwirkung besitzen. Das-
selbe gilt von dem 4-Nitroacetophenon (O.N.C¢H..CO.CH;) und
von dem 4-Amino-acetophenon (H.N.C.H.:.CO-. CH:). Ferner fan-
den Kuhn®™ und seine Mitarbeiter, dass das 4,4 -Diaminodibenzil
(H.N.CeH,.CO.CO.CsH..NH.) im Reagenzglasversuch gegen das
- Streptobakterium plantarum 4—6-mal stirker wirkt als das Sulfanil-
amid. Die p-Aminobenzoesidure hebt auch die Wirkung dieser Ver-
bindung auf. Die Grundbedingung der sulfanilamidartigen bakterio-
statischen Wirkung ist eine der der. p-Aminobenzoesidure dhnliche
Molekularstruktur. Dementsprechend ist z. B. das 4,4 -Diaminostilben
(H.N.C.H..CH:CH.CiH,.NH.) unwirksam.

Das Gesagte wird in Tabelle 20. schematisch in iibersichtlicher
Weise zusammengefasst.

- Interessanterweise wirkt in einer hohen Konzentration auch. die
p-Aminobenzoesiure hemmend auf das Bakterienwachstum. Hirsch**®
beobachtete, dass der Sauerstoffverbrauch einer gedeihenden Sta-
phylococcuskultur von p-Aminobenzoesdure in grosser Konzentration
ebenso herabgesetzt wurde wie vom Sulfanilamid. Diese Wirkung
erwies sich als spezifisch; unter #dhnlichen Umstinden waren die
ortho- und meta-Isomere unwirksam. Auhagen® gab eine interessante
Erkldrung fiir diese Erscheinung. Die im Uberschuss vorhandene
p-Aminobenzoesdure hindere darum das Zellwachstum, weil die
Rolle des Cofermentes nicht von der Sdure, sondern von einem
peptidartigen Derivat der Sidure gespielt werde. Infolge der struk-
turellen Aehnlichkeit wird das Coferment von dem Rezeptor, dem
Apoferment. durch die iiberschiissige p-Aminobenzoesdure verdringt,
“wodurch die Plasmasynthese zu einem Stillstand komme.

Wir geben zu, dass die p-Nitrobenzoesdure sehr dhnlich wirkt
wie das Sulfanilamid, dennoch stimmen ihre Wirkungen nicht in
jeder Hinsicht iiberein. Hierfiir spricht z. B. die Erfahrung, dass die



Tabelle 20.

Struktur der p-Aminobenzoesdure und Geriiste der bisher bekannten
Verbindungen mit einer Sulfanilamidwirkung mit Beispielen.

Wuchsstoff (p-Aminobenzoesiure)

HoN _C>— COOH

Molekiil-Geriiste mit einer Sulfanilamidwirkung.

N c=
—N-¢ /\

2. B. 4-Aminobenzamid (H,N.CyH,.CO.NH,):++
4-Aminobenzoyl-2-amidopyridin (H;N.CgH,.CO.NH.C;NH;): +
4-Aminoacetophenon (H,N.CgH,.CO.CHy): +
4,4’-Diaminobenzophenon (HoN. CeH,.CO.CeH, . NHy) : ++
4,4-Diaminobenzil (H,N.CgH,.CO.CO.C;H . NHp) : 4-+++

gN..@_c

z. B. 4-Nitrobenzoeesiure und ihre Ester (O,N.C¢H,.COOH): +++
4-Nitroacetophenon (OZN. CgH,.CO.CHy) : ++

< N —

z. B. Sulfanilsdure (HoN.CgH,.SO;H): +
Sulfanilamid (HoN.CgH,.SO:NH,) : +++
4,4-Diaminodiphenylsulfon (HoN.CgHy.S0;.CeHy NHs) : +4+++

i

=N-—

||l||

=N-— —-P

(]

C

‘z. B: Phosphanylsﬁlire (HN.CH, . POH) : +

Bemerll:ung: die Zahl der Kreuze ist ein Masstab der bakteriostatischen Wirksam-
eit.

bakteriostatische Wirkung der p-Nitrobenzoesdure auf Colibazillen
im Glucose-Ammoniumsalz-Nihrboden von der p-Aminobenzoesiure
nicht aufgehoben wird. Ein weiterer Unterschied besteht darin, dass
ihre auf Staphylokokken  ausgeiibte bakteriostatische Wirkung (im
Caseinndhrboden) nicht nur von der p-Aminobenzoesiure, sondern
bis zu einem gewissen Grade auch von der Pantothensiure (Ivdno-
vics'™) gehemmt wird. Eigentiimlicherweise wird von dieser Ver-
bindung das Wachstum der Streptokokken selbst unter idealen Ver-
suchsbedingungen = (Caseinndhrboden) nicht verhindert.®® Diese
Beobachtungen sprechen ausnahmslos dafiir, dass ihr Wirkungs-
mechanismus von dem der Sulfanilamide abweicht.

Nach der erwihnten Auffassung von Woods, Fildes, Kuhn und
seinen Mitarbeitern, werde die an dem entsprechenden Rezeptor



gebundene p-Aminobenzoesidure von dem Sulfanilamid in reversibler
Weise verdringt; sonach konnen beide Stoffe mit dem Rezeptor dis-
soziationsfihige Synplexe bilden. Jensen und Schmith'™ betrachten
— dhnlich der Auffassung anderer Forscher — die p-Aminobenzoe-
sidure (A) als ein Coenzym, das mit dem e1we1ssart1gen Apoenzym
(P) dhnlich wie das Sulfanilamid (S) in eine reversible Verbindung
tritt. Auf Grund des Massenwirkungsgesetzes lassen sich diese Pro-
zesse mlt folgenden Formeln ausdriicken: .

_(PA)
P+AT2PA - k= —py ey (PgéA) e ]
— ___(PS) '
P+S—PS k=55 (1N

Kommen die einen PA-Synplex enthaltenden, also funktions-
fihigen Zellen mit dem Sulfanilamid in Beriihrung, so findet folgende
Reaktion statt:

- (PSA)

. PA+S=PS+A ky= PAE) — k2

Demnach ist die bakteriostatische Wirkung umso stirker, je grisser
der Wert von k. ist, d. i. in einem umso grosseren Ausmass wird die
p-Aminobenzoesiure verdrangt.

Der Wettbewerb zwischen Sulfanilamid und p- -Aminobenzoe-
sidure um den Rezeptor wurde von Kuhn**°
der Affinitidt des CO und O. zum Hamoglobin verglichen. CO besitzt
eine Affinitdt zum HaAmoglobin, die die Affinitdt des O. 200-fach iiber-

" trifft, mithin werden sich Oxy- und Kohlenoxydhémoglobin im Falle
eines gleichen Partialdruckes zu einander wie 1:200 verhalten. Die

Affinitat der p-Aminobenzoesiure zum Rezeptor ist grosser als die
des Sulfanilamid. Das Verhiltnis ihrer Affinititen erhdlt man zahlen-
missig, wenn man bestimmt, wieviel Molekiile des Chemotherapeuti-
cums die Antagonistenwirkung von 1 mol p-Aminobenzoesdure behe-
ben, richtiger, wenn man das Mengenverhiltnis ermittelt, bei dem die
Hailfte der maximalen Bakteriumentwicklung vor sich geht.

) Die ersten einschlidgigen Versuche (z. B. Woods,** Landy und
W yano*?) wurden in Fleischbriihe oder Peptonwasser, also in Nihr-
boden, die mit p-Aminobenzoesiure verunreinigt sind, ausgefiihrt,
weshalb sie fiir dieses Problem von fraglischem Wert sind. Sicher
wurden die Ergebnisse dadurch beeinflusst, dass der Néahrboden
ausser der zugesetzten p-Aminobenzoesidure diese Verbindung auch
in Form von Verunreinigung enthielt. Das Verhiltnis dér Affinitidten
kann genau nur fiir die Bakterien bestimmt werden, die p-Amino-
benzoesiure nicht erzeugen, wie z. B. das Streptobakt. plantarum, CL
acetobutylicum. Méller und Schwarz®** haben im Falle des Strepto-
bakt. plantarum gefunden, dass die Wirkung von 1 mol p-Amino-
benzoesiure von rund 5000 mol Sulfanilsdure aufgehoben wird. Kuhn*”’
und seine Mitarbeiter sind der Meinung, dass diese Verhiltniszahl
fiir die verschiedenen Sulfanilamidderivate entsprechend ihrer bak-
teriostatischen Wirksamkeit sehr verschieden sein kann. So sind z. B.
von dem p-Aminobenzoyl-aminopyridin 48.000, von dem Sulfanilamid
150, vom 4,4’-Diaminodiphenylsulfon nur 28 Molekiile notig, um die
Antisulfanilamidwirkung von 1 mol p-Aminobenzoesidure aufzuheben,

(111

in geistvoller Weise mit . . -



48.000

28
grossere Affinitidt zum Rezeptor als die zuerst erwihnte. Die Affinitit
wird nicht nur von der Verbindung bestimmt, sondern sie hidngt auch
vom Rezeptor ab. Demnach kann das Verhiltnis Sulfanilamid : p-Ami-
nobenzoesiure fiir das nihmliche Priparat entsprechend der Bak-
teriumart bzw. dem Stamm verschiedene Werte aufnehmen. So ist z.
B. die Affinitat des Sulfanilamid zum Rezeptor des Cl. acetobut. auf-
fallend gering; nach Rubbo und Gillispie*® enthemmt 1 mol p-Ami--
nobenzoesiure im Falle dieses Bakteriums 26.000 mol Sulfanilamid.
Auf die Rolle des Rezeptors kommen wir in Zusammenhang mit der
Sulfanilamidresistenz noch ausfiihrlich zuriick.

Die vom Gesichtspunkt der praktischen Chemotherapie wichti-
gen Mikroorganismen konnen ihren p-Aminobenzoesidurebedarf bei-
nahe ausnahmslos selbt herstellen. Darum konnen die Verhéltnisse
des Antagonismus zwischen Sulfanilamid und p-Aminobenzoesiure bei
diesen Bakterien nicht so genau und mengenmaissig erforscht werden .
wie bei den Bakterien, die diese Sdure nicht erzeugen. Wir glauben

Demnach besitzt die letztgenannte Verbindung eine = 1.720-mal

Tabelle 21. ‘
Antisulfanilamidwirkung der p- Aminobenzoesdure in Staphylococcus-
kulturen.
. Untersuchung des Antagonismus
. Bakteriostatischer
Mittel -
. Titer*
Konzent. des Mittels** Qu
-t Sulfapyridinsulfamid mol/11.300 mol/500 ' 760
' Sulfanilamid mol/21.400 mol/1.250 950
mol/1.000 620
mol/500 540
mol/200 540
Sulfathiazolin : mol/44.500 mol/10.000 155
mol/5.000 180
Sulfapyridin mol/47.000 mol/5.000 58
- mol/1.000 40
. mol/500 ) 4 ’
Uliron mol/44.500 mol/10.000 35
mol/5.000 33
Sulfamethylthiazol mol/323.000 mol/25.000 18
mol/2.250 . 18
mol/1.000 14 -

mol/500 10
Sulfaphenylthiazol |  mol/4:5.000 mol/10.000 15

* die grosste Verdiinnung des Mittels, die im 20stiindigen Versuch 66% des maxi-
. malen Wachstums verhinderte. .
** die Antisulfanilamidwirkung untersucht bei der angegebenen Konzentration.
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jedoch, dass die von diesen Bakterien erzéugte Menge von p-Amino-

benzoesdure vernachldssigt werden kann,

insbésondere wenn der

Antagonismus bei Vorhandensein grosser Sulfanilamidiiberschiisse
studiert wird. Mit Riicksicht darauf untersuchten wir diese Probleme
bei verschiedenen pathogenen Bakterien mit einer Anzahl von Sul-
fanilamidderivaten. Selbstredend war der verwendete Nihrboden
Die Untersuchungen wurden mit der im

p-Aminobenzoeséiurefrei.

Kapitel 1II.

besprochenen Technik durchgefiihrt:

der

Néahrboden

wurde mit einem Vielfachen der zur bakteriostatischen Wirkung erfor-
derlichen Sulfanilamidmenge versetzt, die p-Aminobenzoesidure in
wechselnder Menge in die Rohren eingetragen, die Rohren wurden
beimpfit, die Entwicklung der Bakterien quantitativ ermittelt. Tabelle

21. stellt die Ergebnisse eines Staphylokokkenversuches dar.

Qu

bedeutet die Zahl der Sulfanilamidmolekiile, die bei Vorhandensein
von 1 mol p-Aminobenzoesidure das Bakterinmwachstum auf 33% des

maximalen Wertes zuriickdriangen.

Wie ersichtlich, wird von der p-Aminobenzoesiure im Falle
eines geringeren Chemotherapeuticumiiberschusses die Wirkung
einer grosseren Anzahl der Chemotherapeuticummolekiile aufgehoben
als bei Vorhandensein-grosser iiberschiissiger Mengen. Der Grund
dieser Erscheinung liegt darin, dass die von den Bakterien erzeugte

p-Aminobenzoesidure im Falle. eines geringeren Chemotherapeu-
tlcumuberschusses besser zur Geltung kommt als bei Vorhandensein

grosser

Uberschiisse. Ferner ldsst sich atis der Tabelle feststellen,

dass der Wert von Qu, entsprechend der Theorie, sich umgekehrt wie

. Tabelle 22.

Die bakteriostatische Wirkung von verschiedenen Sulfanilamidderi-
vaten und die Anttsulfamlamtdwwkung der p- Ammobenzoesaure
bet verschiedenen Bakterien.

Bact. coli® | Streptbact. | Bac. Sonned | Bac. Shigad |Bac.Flexnerd
Das Mittel plantarume -
Baktstw. Qu Qu Baktstw. Qu | Baktstw. Qu | Baktstw. Qu’
Sulfanilamid 400 5.000 150 500 2.500f 500 2.500] 500 1.650
'S. guanidin .| 2.000 1.000 1.000 1.250] 1.000 1.250{ 1.000 830
'S. pyridin 50.000 40 65 3000 21110,000 12510000 50
S. thiazol  {200.000 8| 35 .
S. methyl- ‘ )
thiazol 20.000 12| 3.000 4140000 21
Sulfon? 28 .
Rose und | Kuhn?0" und o inalE6
Verfasser/ Foxitl Mitarb, Ivdnovics

Erklirung: Baktstw. — bakteriostatische erkung z. B. 400 = mol/400.
Qu — 1 mol p-Aminobenzoesiure hebt die Wirkung von Sulfanilamidkole-
* kiillen der angegebenen Zahl auf.
a) 4,4-Diaminodiphenylsulion
b) in GIucose—Ammonsalz]osung untersucht

" ¢) in einem Aminosdurenmischung-Nihrboden. Die bakteriostatische Wirkung
der Sulfanilamidderivate war von der Menge der hinzugegebenen p-Amiuo-
benzoesdure abhingig » .

d) in Casein-Nidhrboden untersucht. .



‘die bakteriostatische Wirksamkeit verhdlf. Dieser Zusammenhang
wurde auch in den Versuchen mit anderen Krankheitserregern gefun-
den (s. Tab. 22.). ,

Mit dem vom Gesichtspunkt der praktischen Chemotherapie
wichtigsten Erreger, dem Streptococcus, wurden zahlreiche Versuche
angestellt; ihre Ergebnisse sind in Tabelle 23. zusammengefasst.

-

Tabelle 23.

Die bakteriostatische Wirkung von verschiedenen Sulfanilamidderi-
vaten auf Streptococcus haemolyticus (Gruppe B).

Interferenz
Verbindun g Baktst. Titer
.o Zah! der Qu
Einheiten
4-Aminobenzosulfo-4’-nitroanilid - mol/332.000 22 200
2-Sulfanilamido-4-methylthiazol mol/290.000 29 300
2-Sulfanilamido-4-phenyl-5-methylthiazol mol/280.000 28 187
2-Sulfanilamido-5-sulfamidopyridin mol/145.000 24 350
4.4'-Diaminodiphenylsulfon mol/145:000 14 249
2-Sulfanilamido-4-methylpyrimidin o mol/97.000 32 770
2-Sulfanilamidopyridin mol/82.000 8 750
2-Sulfanilamidothiazolin mol/65.000 13 9 800
4-Aminobenzolsulfoacetamid mol/64.000 65" 800
4-Aminobenzolsulfo-4’-aminoanilid . mol/58.000 |- 29 ' 849
4-Aminobenzolsulfo-2’-carboxyanilid mol/47.000 ’
4-Aminobenzolsulfo4’-dimethylsulfoanilid . mol/47.000 10 670*
4-Aminobenzosuifo-2’-hydroxyanilid mol/46.000 23 500%
4-Aminobenzolsulfo-anilid : mol/45.000 11 ‘822
«| 4-Aminobenzolsulfo-2’-chloranilid .mol/42.000 10 622*
{ 4-Aminobenzolsulfo-2'-methylanilid " mol/28.000 28 600*
4-Aminobenzolsulfo-4’-hydroxyanilid mol/28.000 14 1.000*
4-Aminobenzolsulfonamid . mol/22.000 22 3.250
4-Aminobenzolsulfo-3’-carboxyanilid mol/18.000 18 1.665*
Sulfaguanidin mol/13.000 13 2.500*
Methylensulfoxysiures Sulfamlamld—Natnum mot/7.200 7 9.990
4-Aminobenzosulfo-4’-carboxyanilid mol/6.200
Sulfanilsdure mol/3.900 8 7.000
4-Aminobenzosulfo-4’-oxy-5’-carboxyanilid mol/3.300 ' _
4-Aminobenzolsulfoaminoessigsiure mol/1.430 7 11.600
4-Aminobenzosulfo-g-aminopropionsiure mol/1.400
4-Aminobenzosulfoamino-athansulfosiure mol/1.100
Marfanil . mol/1.000 2 0
44 Dloxydlphenylsulfon mol/1.000 2 0
4-Aminobenzolsulfo-a-aminopropionséure mol/1.000"
Succinylsulfapyridin i mol/1.000 1,5 0
4,4’-Diacetylaminodiphenylsulfon > mol/5.000
Disulfanilimid > mol/2.500
Prontosil solubile > mol/500 . \
Acetylsulfanilamid > mol/500
Succinylsulfanilamid . > mol/500
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Die in dieser Tabelle enthaltenen Ergebnisse lassen den bespro-
chenen Zusammenhang mit einer geringeren Regelmissigkeit erschei-
nen, da hier der Wert Qu nicht immer der umgekehrten Reihe der
bakteriostatischen Wirkung entspricht. Wir glauben dieser Erschei-
nung vor allem technische Momente zugrunde legen zu diirfen: die
Abweichung ist einmal durch Versuchsfehler bedingt, zum anderen
durch den Umstand, dass die verwendeten Pridparate nicht immer
mit dem gleichen Uberschuss hinzugefiigt werden konnten, da sie
sich in Wasser zum Teil schwer 16sen. Bei der Bestimmung der mit
einem * bezeichneten Werte begegneten uns besonders grosse
Schwierigkeiten. Um in diesen Fillen eine entsprechende Konzen-
tration des Chemotherapeutlcums erreichen zu konnen, musste das
Priparat zunichst in einer mol/10—mol/20 Konzentration in Alkohol
gelost und die Kultur mit der entsprechenden Menge der alkoholi-
schen Losung versetzt werden. Obwohl die Vermehrung der Bak-
terien von dieser Alkoholmenge kaum beeintrichtigt werden diirfte,
kann diese Methode doch nicht als einwandirei angesehen werden,
denn gerade die auf diese Weise erhaltenen Werte konnen in die
Reihe schwer eingefiigt werden.. Die leichtloslichen aber wenig wirk-
samen Préiparate konnen gleichfalls zu Fehlerquellen Anlass geben:
der notwendige Uberschuss konnte bei diesen nur im Falle hoher
Konzentrationen erreicht werden, wo schon nichtspezifischen anti- -
biotischen Wirkungen (z. B. der Wirkung der Hypertonie) Rechnung
zu tragen ist. Werden diese Schwierigkeiten und die sich hieraus
ergebenden Fehler beriicksichtigt und in Abzug gebracht, so kann
festgestellt werden, dass der Zusammenhang zwischen dem Qu-Wert,
der die Affinitit der einzelnen Priparate ausdriickt, und der bak-
teriostatischen Wirksamkeit im grosen und ganzen auch in diesen
Versuchen bestitigt werden konnte.

Dennoch lassen sich in Verbindung mit den Vérsuchsdaten einige Anomaliei
beobachten, denen nicht- die erwihnten technischen Momente zugrunde liegen.
In Tabelle 21. befinden sich fiir die bakteriostatische Wirkung- des Sulfathiazoln
und des Sulfapyridin ungefdhr gleiche Werte, die entsprechenden Qu-Werte wei-
chen aber -voneinander wesentlich ab. Aenliche auffallende Regelwidrigkeiten wut-
den auch in anderen Versuchen beobachtet (s. Tabelle 23.). Aus diesen mochte ich
darauf schliessen, dass die antibictischen Eigenschaften der Sulfanilamide nicht nur
gemisst der Reaktion S + P <—— SP, sondern auch auf anderen Wegen zur Get-
tung kommen. Hier sind zunichst die verschiedenen physiko-chemischen Eigenschaf-
ten der Prdparate — Lipoidléslichkeit, Penetrierungsfihigkeit in das Elektroplasma —
zu beriicksichtigen, ferner der Umstand, dass die Sulfanilamidderivate auf die
Bakterien nicht nur spezifisch auf defh Wege iiber das p-Aminobenzoesidure-Ferment
einwirken, sondern, besonders in héheren Konzentrationen, auch andere lebens-
wichtige Zentren der Zelle schiddigen kénnen. Letztere Wirkung diirfte kaum spezi-
fisch und entsprechend der eigenartigen Molekularstruktur der einzelnen Priaparate
von verschiedener Intensitdt sein. Die Moglichkeit einer solchen nichtspezifischen
antibiotischen Wirkung ist- um so mehr in Erwidgung zu ziehen, als es mir anlédss-
lich der Untersuchung der bakteriostatischen Salicylatwirkung gelang, ausser einer
spezifischen fiir das Saliclyation typischen Wirkung auch die Existenz einer nicht-
spezifischen Wirkung zu beweisen. Aehnlich kann es sich auch mit den Sulfanil-

. amiden verhalten, Sie besitzen eine spezifischen und eine unspezifisch-antibiotische

B

Wirkung, Wahrscheinlich kommt die letztere, dhnlich wie jede unspezifische Wir-
kung, bei héheren Konzentraticnen stiirker zur Geltung. Dieser Umstand liefert eine
Erkldarung dafiir, das der Zusammenhang zwischen dem bakteriostatischen und dem
Cu-Wert nicht fiir jedes Priparat mit der gleichen Regelmissigkeit gefundesn
wurde. Die Sulfanilamidderivate wurden nihmlich in diesen Versuchen zur Bestit-
mung der Qu-werte in grossem Uberschuss, in Form von verhiltnismissig kon-
zemntrierten Losungen verwendet, weshalb die unspezifische Wirkung stiarker her-
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vortreten konnte, als bei der Bestimmung des bakteriostatischen Titers. Mit anderen
Worten: unter zwei verschiedenen Versuchsbedingungen wurden die Bakterien
von Schidigungen getroffen, die gewissermassen auch in qualitativer Hinsicht ver.
schieden sind, so ist es micht iiberraschend, dass die besprochenen Unregelmasssg-
keiten auftraten.

Auf Grund der Ausfithrungen dieses Kapitels kann die Art der
direkten Sulfanilamidwirkung heute schon als geklirt angesehen
werden. Ein fiir die ungestérte Zellfunktion erstwichtiger Rezeptor
— wabhrscheinlich das Apoferment eines bisher nicht ndher bekannten
Fermentes — kann seiner Aufgabe nur in Form eines mit der
p-Aminobenzoesiure gebildeten Synplexes gerecht werden. Diese
Stelle der p-Aminobenzoesdure kann von zahlreichen Verbindungen
dhnlicher Struktur iibernommen werden, ohne aber ihre Rolle zu

iibernehmen. Dieser Fall bedeutet noch nicht den Untergang der Zelle,
nur das Aufhoren des Plasmasynthese. Wie bereits erwdéhnt wurde,
schidigen Sulfanilamide in starker Konzentration mdglicherweise
auch andere Bakterienzentren darunter vielleicht auch solche, die fiir
den Katabolismus wichtig sein konnen, Hierauf weisen wenigstens
die Beobachtungen hin, die iiber eine geringfiigige Atmungshemmung
beim ruhenden Bakteriumleib berichten. Wir mochten dieser unspezi-
fischen Wirkung vom Gesichtspunkt der praktischen Chemotherapie
keinerlei Bedeutung beimessen, da die Konzentration der Chemo-
therapeutica im Organismus zu niedrig ist, um eine unspezifische
Wirkung entfalten zu konnen.

Bei der Besprechung der Interferenzerscheinungen wurde ge-
zeigt, dass die bakteriostatische Wirkung der Sulfanilamide unter
gewissen Versuchbedingungen zum Teil auch von anderen Stoffen
vernichtet wird. Von dem Methionin und den im Pepton befindlichen,
ndher nicht bekannten Stefien, die zu Interferenzerscheinungen An-
lass geben kénnen, denken Harris und Kohn'** wie folgt: In der Kette
des Bakteriumstofiwechsels befinden sich zahlreiche Glieder, die nur
in sekundirer Weise sulfanilamidempfindlich seien, indem diese Sys-
teme von dem p-Aminobenzoesiure-Ferment abhidngen. Das Sulfanil-
amid wirke in primidrer Weise nur auf das p-Aminobenzoesdure-
Ferment ein, wodurch auch die anderen von ihr abhingenden Sys-
teme, nach Erschopfung ihrer Reserven, funktionsunfihig werden,
wodurch die Plasmasynthese, also die Reproduktion, zu einem
Stillstand komme. Diese sekundidren Systeme seien gegeniiber
dem Ausfall des p-Aminobenzoesidureé-Fermentes nicht gleichweise
empfindlich; einzelne werden nur bei hohen Sulfanilamidkonzen-
trationen lahmgelegt oder sie stellen ihre Funktionen kraft ihrer
grosseren Reserven spiter ein. Hierdurch wiire es erkliriich, dass in
synthetischen Ndhrboden die mit Sulfanilamid nur milde vergiftete
Kultur durch Methionin wieder zur Entwicklung veranlasst werden
kann, da die anderen sekundiren Systeme nur wenig geschadlgt
worden sind. .

Die Annahme, dass das Sulfanilamid nur ein Zwischenglied der:
Plasmasynthese in primérer. Weise schidige, scheint auch deshalb
sinngemadss zu sein, da die Tatsache, dass die bakteriostatische Wir-
kung der Sulfanilamide erst nach einer Latenzzeit eintritt, anders
nicht ausgelegt werden kann. Woods®® fithrt zur Erklirung der
Latenz an, dass das Inoculum eine Menge von p-Aminobenzoesidure
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- enthalte, die fiir mehrere Teilungen ausreiche; solange diese nicht
erschopft sei, hore die Entwicklung nicht auf. Diese Erkldrung kann
aber mit den gegenwirtigen Kenntnissen iiber die Sulfanilamidwir-
kung nicht in Einklang gebracht werden. Bekanntlich kommt die
Wirkung des Sulfanilamid in der Weise zustande, dass es die p-Ami-
nobenzoesdure von dem entsprechenden Rezeptor verdringt; dieser

" Process miisste aber, dhnlich wie jede Adsorption, sofort oder kurz
nach der Begegnung mit dem Priparat erfolgen. Der Einwand, dass
die Sulfanilamide sich am entschprechenden Rezeptor nur nach einer
lingeren Zeit ansammeln kénnen, lidst sich schon auf Grund der bis-
herigen Ergebnisse ausschliessen. Schmith®*® beobachtete, dass die
Kulturen, in denen nach Hinzufiigung des Sulfanilamid die Ver-
mehrung der Bakterien durch lingere Aufbewahrung im Eisschrank -
verhindert wurde, sich nachher bei 37° ebenso verhielten, wie jene,
die unmittelbar in den Brutschrank gelegt wurden: die Bakteriostase
trat in beiden Fillen nach einer Latenz ein. Um diese Erscheinung zu
begreifen, ist anzunehmen, dass das p-Aminobenzoesiure-System in
der Kette der an der Plasmasynthese beteiligten Glieder an erster
Stelle steht. In diesem Fall kénnen die weiteren Systeme mit Hilfe
ihrer Reserven die Plasmasynthese noch eine gewisse Zeit lang auch
dann aufrecht erhalten, wenn die Tétigkeit der p-Aminobenzoesdure
schon aufgehort hat. _

Zweifelsohne kann zu therapeutischen Zwecken nur eine Kon-
zentration der Sulfanilamide verwendet werden, die ausschliesslich
bakteriostatisch wirkt. Selbstredend gehen die Bakterien selbst unter
diesen Bedingungen nach einer verschieden langen Zeit zugrunde, es
kommt zu einer Erscheinung der Bakterizidie. Dieser Bakterium-
‘untergang ist unbedingt als eine Folge der Bakteriostase aufzufassen.
Einige Erklidren diese sekundire Bakterizidie mit der Annahme, dass
die der Sulfanilamidwirkung unterstehenden Bakterien durch ,,Inani-
tion** vernichtet werden. Diese Erklirung diirfte kaum zu Recht
bestehen, da der Stoffwechsel der Bakteriumzelle vom Gesichts-
punkte ihres individuellen Lebens ungestort ist. Wie gezeigt wurde,
wird die Atmung der gewaschenen Bakteriumsuspensionen von Sul-
fanilamiden von geringer Konzentration nicht beeintrichtigt. Das
Wesen der Storung liegt in der Regeneration des Bakteriumplasmas,
wodurch seine Anfrischung und ,,Verjiingung” durch Teilung unmog-
lich wird. Dies hat das Altern-der Zelle zur Folge, weshalb sie friiher
oder spiter, entsprechend der Bakteriumart, zugrunde geht. In dieser
Beziehung mochten wir noch einmal auf die weiter oben besprochenen
elektronmikroskopischen Studien hinweisen, wo die Verfasser (Von-
kennel’® und seine Mitarbeiter) an Gonokokken unter Sulfanilamid-
wirkung dieselben Verinderungen beobachteten, wie an den Zellen
alter Kultuten. ,

Zur Ergénzung sei noch ein Versuch mit dem Proteus vulg.
beschrieben, da hier eine Analogie zur Veranschaulichung der Sulfa-
nilamidwirkung verwendet werden kann. Bekanntlich ist der Bac.
proteus vulg., abgesehen davon, dass er nur in der Anwesenheit von
Nikotinsdure oder ihres Amids gedeiht (Fildes™), hinsichtlich Nihr-
stoffe ein wenig anspruchvoller Mikroorganismus. In einer Milch-
sdure-Ammoniumsalzmischung wichst er ganz lebhaft, wenn der
Nédhrboden pro ccm mindestens 0,01 ¥ Nikotinsdureamid enthilt. Das



Bakterium kann kraft seines wohlentwickelten Emzymsystems den
Erfordernissen der Plasmasynthese in jeder Beziehung gerecht wer-
den, wenn ihm die notige Menge Nikotinsdure zur Verfiigung steht.
Ohne Nikotinsdure ist aber die Plasmasyntehese unmdoglich; das
Bakterium befindet sich im Falle des Nikotinsduremangels in einer
dhnlichen Lage, wie im Falle einer Vergiftung mit Sulfanilamid, da
hier gleichfalls ein unentberlicher akzessorische Stoff, die p-Amino-
benzoesdiure bzw. dessen Funktion fehlt. Dies geht aus nachstehen-
dem Versuch hervor.

Aus der 24stiidigen Agarkultur eines Proteus-Stammes wurde eine stark
verdiinnte Suspensian hergestellt und 10 ccm des nach den Vorschriften von
Fildes® zusammengesetzten Ndhrbodens mit der Suspension beimpft. Der Nihr-
boden dient zugleich auch der Verdiinnung des Inoculums. Der Ndhrboden besteht
aus 4,5 g Kaliumhydrophosphat, je 0,5 g Ammoniumsulfat und Ammonjumchlorid,
2,5 g Milchsdure, 40 mg Magnesiumsulfat. 5 mg Ferriammoniumzitrat in 1 Lit, dest,
Wasser. Das pH des Ndhrbodens liegt bei 7,6.10 ccm dieses Niahrbodens werden mit
verschiedenen Mengen von Nikotinsdureamid versetzt und nach Beimpfung sofcrt
und nach verschiedenen Zeitabstinden eine gewisse Menge mit geschmolzenem Agar
vermengt und zu Platten gegossern. Um die Schwirmung des Bac. proteus zu ver-
hindern, wurde die Oberfliche der Platte mit 0,3 ccm Alkohol begossen, der Uber-
schuss verschiittet und die Platte in der herkémmlichen Weise mild getrocknet.
Die Zahl der entwickelten Kolonien wurde nach 48 Stunden festgestellt.

Tabelle 24. o

Wachstum des B. proteus vulgaris in verschiedene Nikotinsdure-
mengen enthaltenden Ndhrboden.

. Die meénge des Nikotinsdureamids pro 10 ccm Nidhrboden

Ziichtungsdauer -
1y 0,1y~ 0,01y -0,00

0 St. 120 132 162 115

2 St. 252 205 242 199

4 St. 488 433 252 93

8 St. 572 495 120 67

24 St. 1.380 876 58 20

48 St. 4t + 3 0

72 St. . ++ 0 0

Erklarung: Die Zahlen bedeuten die Zahl der in 1 ccm Kultur enthaltenden Keime.
Die Kreuze geben den Grad der mit dem unbewaiffneten Auge sichtbaren
Entwicklung an..0 — in 1 ccm Kultur kein lebendes Bakterium.

Aus dem in der Tabelle aufgestellten Versuch ldsst sich fol-
gendes ablesen: Die Keimzihlung zeigt schon nach 2 Stunden die
Vermehrung der Bakterien; zu diesem Zeitpunkt war diese Ver-
~mehrung in allen Réhrchen die gleiche. In den Ro6hrchen, die 0,01 v
oder kein Nikotinsdureamid enthielten, nimmt die Intensitit des
Wachstums nach diesem Zeitpunkt ab. Die ¢ine minimale Menge
Nikotinsdureamid enthaltende Kultur war nach 72 Stunden, die Kon-
trolle nach 48 Stunden frei von lebenden Bakterien.

~Es-ist ganz klar, dass die nikotinsdureamidireie Kultur — abge-
sehen von einer voriibergehenden Enfwicklung bedingt durch die
Vitaminreserve der Bakterien — vollkommen entwicklungsunfihig
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ist, obwohl der Nihrboden sonst dem Bakterium vollkommen ent-
spricht. Die fortpflanzungsunfihigen Bakterien gehen.nach kurzer
Zeit zugrunde, obwohl keine solche Schidigung vorhanden ist, die
ihre Vernichtung hervorrufen konnte. Die Lebensbedingungen der
Bakterien sind auch in den nikotinsdurefreien Roéhrchen so lange
gesichert, bis sie fortpflanzungsfihig sind, d. h. bis ihre Vitamin-
reserven den Bedarf decken. Das Aufhoren der Fortpflanzung be-
deutet fiir sie den Tod, wahrscheinlich darum, weil das veralterte
Individium dem Tod anheimfallen muss.

Der besprochene Versuch scheint als Analogie fiir die Veran-
+schaulichung der antibiotischen Eigenschaften des Sulfanilamid ein
ausgezeichnetes Beispiel zu sein. Die Verhinderung der Plasma-
synthese, die Bakteriostase, gewihrt fiir das Verstindnis der.thera-
peutischen Wirkung selbst dann eine hinreichende Erkldrung, wenn
das Arzneimittel keine primidren bakteriziden Eigenschaften besitzt.

V. Kapitel.

Beziehungen der chemischeﬁ Struktur zur Wirkung.

Dank der in bezug aui den Wirkungsmechanismus der Sulfanil-
amidderivate gewonnenen Kentnisse hat die Unsicherheit, die in.
diesem Problemkomplex noch vor kurzem -vorherrschte, nun aufge-
hort. Da die Sulfanilamidwirkung auf der Ausschaltung des p-Amino-
benzoesidure-Fermentes fusst, kann diese Wirkung — wie oben er-
ortert — von verschiedenen Verbindungen #hnlicher Molekular-
struktur. herbeigefiihrt werden. Demnach ist diese Wirkung nicht nur-
den Derivaten der Sulfanilsiure bzw. des Sulfanilamid eigen. Weder
die -NH.-Gruppe, noch das Schwefelatomn gilt als ‘die wesentliche -
Voraussetzung der Sulfanilamidwirkung. Schwefelireie, in para-Stel-
lung substituierte Anilin und, Nitrobenzolderivate (z. B. die p-Nitro-
benzoesdure) kénnen die fiir die Sulfanilamide typische bakteriosta-
tische Wirkung entfalten. Eines steht “aber iiber jeden Zwelfel dass
die Atomgruppe

in den wichtigsten chemotherapeutischen Pridparaten, die sich in
der Praxis bewihrt haben, immer vorhanden ist.

Friiher, als das Wesen der Sulfanilamidwirkung noch nicht
gekldrt war, trachtete man die Wirksamkeit dieser Verbindungen mit
Hilfe der mannigfaltigsten Substitutionen zu steigern. In den der Pron-
tosilentdeckung folgenden Jahren wurden Tausende dieser Verbin-
dungen hergestellt und in chemotlierapeutischen Versuchen zum
grossen Teil ausprobiert. In das Verzeichnis von Northey®™ wurden
bis April 1940 iiber 1300 Priparate eingetragen, und von 45% der
Priaparate standen ihm auch Daten iiber ihre chemotherapeutische
Wirksamkeit zur Verfiigung. Heute kann die Zahl der zu chemothe-
rapeutischen Zwecken hergestellen Verbindungen auf rund 3000 ge-
schiitzt werden. Obwohl die Mehrheit dieser Verbindungen in syste-
matischen pharmakologischen und therapeutischen Versuchen noch



