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Die Meerschweinchenpathogenitiit von Tuberkel-
bazillen, die aus spezifisch vorbehandelten
Ratten stammen

Die Resistenz der Ratte gegen eine typische tuber-
kultse Erkrankung ist seit langem bekannt!. Es ist dabei
aufgefallen, daB diese Eigenschaft mit dem Fehlen der
Sensibilisierbarkeit gegen Tuberkulin verbunden ist?.
Weder das Kocusche noch das ArRTHUSsche Phidnomen
lassen sich erzeugen, und die Ratte zeichnet sich allge-
mein durch eine geringe Neigung zu allergischen Phino-
menen ausd. Eine Allergie gegen Tuberkulin, wie sie ge-
wohnlich an der Haut gepriift wird, kann somit keinen
Anteil am Gesundbleiben tuberkulds infizierter Ratten
haben. Moglicherweise entwickelt sich aber eine davon
verschiedene Immunitdt entsprechend dem Zustand,
den Birxknaug* und CorpPER und CouNS bei tuberku-
1sen, gegen Tuberkulin desensibilisierten Meerschwein-
chen nachgewiesen haben. Es wire denkbar, daB eine
derartige Umstimmung des Wirtsorganismus die Patho-
genitit von eingebrachten Tuberkelbazillen veridndert.

In der Absicht, diese Frage zu priifen, wurden fol-
gende, orientierende Versuche ausgefithrt:

13 erwachsene weiBle Ratten beiderlei Geschlechts
werden durch wochentlich einmalige intravenose Injek-
tion von je 1 mg autoklavierter, humaner Tuberkel-
bazillen vorbehandelt, und zwar 1 Tier 7mal, 6 Tiere
1lmal und 6 Tiere 13mal. — Bei fritheren Untersu-
chungen ist die makro- und mikroskopische Unversehrt-
heit der Leber trotz reichlichen Gehalts an virulenten
Tuberkelbazillen aufgefallen. Es wurde deshalb ange-
nommen, daB sich eine allfillige Anderung der Beziehung
zwischen Wirt und Parasit besonders an diesem Organ
geltend machen wiirde. Eine Woche nach Abschluf3 der
Vorbehandlung werden deshalb 10 Tiere mit der ab-
sichtlich niedrig gehaltenen Dosis von Y mg
(Feuchtgewicht) desselben Stamimes, der autoklaviert
zur Vorbehandlung gedient hat, intrahepatisch nach
Eréffnung der Bauchhdéhle injiziert. (Es handelt sich
um einen {risch isolierten, auf Sauton gehaltenen
Humanusstamm, von dem /5 mg subkutan er-
wachsene Meerschweinchen in rund 3 Monaten an
generalisierter Tuberkulose zugrunde gehen lifit.) 3
Tiere erhalten dieselbe Dosis intravents. 12 Ratten
dienen als Kontrollen, von denen 5 intravends und 7
intrahepatisch infiziert werden. Die Tiere werden nach
6~25 Wochen durch Dekapitation getdtet. Sie weisen,
wie iiblich, keine makroskopisch erkennbaren patholo-
gischen Veridnderungen auf.

Zur Priifung der Pathogenitit fiir Meerschweinchen
wird die Rattenleber frisch mit der doppelten Menge
physiologischer Kochsalzlésung im Morser zerrieben.
Von der Suspension werden jeweils 2 cm?® einem Meer-
schweinchen intraperitoneal injiziert.

Als Beispiel werden die Versuche mit den Lebern der-
jenigen Ratten herausgegriffen, die wihrend 11 Wochen
mit wochentlich 1mal 1 mg toter Tuberkelbazillen intra-
vends vorbehandelt und 13 Wochen nach der intra-
hepatischen Infektion mit /4 mg desselben, Ile-
benden Bazillenstammes getdtet worden sind:

1 R. Kocn, Berliner klin. Wschr. 19, 221 (1882).

2 (Jbersicht bei C.C. WessgLs, Amer. Rev. Tuberc, 43, 4491{f.
(1941},

3 E. Henre und J. FReunp, Arch. Pathol. 27, 289 (1939).

4 K. BirkHAUG, Acta med. Scand. 168, 250 (1941).

8 H. J.Correr und M. L. Conn, Amer. Rev. Tuberc. 41, 71
(1940},
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Alle Meerschweinchen weisen teils leichte, teils

schwere tuberkuldse Verinderungen auf, chne daf3 sich
eine gesetzmiBige Verteilung derselben auf die eine der
Gruppen feststellen lieBe. Auffallend ist die Hiufigkeit
der schweren, tuberkuldsen Leberzirrhosen bei den
Meerschweinchen. — Es ist zu vermuten, da8 die Resi-
stenz der Ratte gegeniiber Tuberkulose ein primirer
Zustand ist. Eine Sensibilisierung gegen die Bestand-
teile der Tuberkelbazillen scheint nicht stattzufinden
oder sich in keiner Pathogenititsinderung der in den
vorbehandelten Organismus eingebrachten, lebenden
Baczillen auszuwirken.

Dem Vorsteher der pathologisch-anatomischen Anstalt der Uni-
versitdt Basel, Herrn Prof. Dr. A. WeErTHEMANN und Herrn Prof. Dr.
F. RouLeT sei bestens fiir ihre Unterstiitzung gedankt, ebhenso der

L. R. Geigy AG. H. BIRKHAUSER

Tuberkulosefiirsorgestelle Basel, den 30. Mai 1949.

Summary

Tubercle bacilli of the human type were injected
intrahepatically into white rats, after these animals had
been treated previously with killed bacilli of the same
strain. Suspensions of the infected livers later proved to
be equally pathogenic for guinea-pigs whether they
were taken from specifically pre-treated or from untreat-
ed rats.

On the Effect of Isomers of PAS (para-amino-
salicylic acid) and Related Substances on the
Tuberculostatic Effect of PAS

In previous papers, LEHMANN!, it was mentioned
that the discovery of the tuberculostatic effect of PAS
was based on a theory that this substance should be able
to inhibit the stimulatory effect of salicylic acid on the
respiration of the tubercle bacillus (BeirNuHEIMZ} and
thereby inhibit even the growth of the bacillus.

The inhibition of growth was easily shown, but the
inhibitory effect on respiration could not be demon-
strated®. The mechanism of growth inhibition by PAS
was therefore obscure.

! J. Leumann, The Lancet, Jan. 5, 14 (1946) ; Svenska Likartidn.
43, 2029 {1946); Nordisk Medicin 37, 2112 (1946); 33, 140 (1947);
Rev. gén. Sci. 54, 222 (1947).

2 F. BErNHEIM, Science 92, 204 (1940).

3 J. LenMANN, Rev. gén. Sci. 54, 222 (1947).
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Another explanation was supposed to be an interfer-
ence of PAS with the nitrogen metabolism of the
bacillus. It is known from the work of KrriNn and
Kawmin!, and HeErNER? that benzoic and salicylic acid
specifically inhibit the desamination of alpha-amino
acids. If PAS had a still stronger effect on this process a
serious disturbance of the intermediate metabolism and
growth could be expected. Even this explanation was
not found valid, as PAS did not poison the desamination
of amino acids in the bacillus®.

New approaches to the problem were therefore under-
taken in a series of experiments conducted in 1946, in
which it was investigated whether isomers of PAS and
other related compounds were able to compete with
PAS and abolish the tuberculostatic effect. The specifi-
city of the structural relationship between the different
groups in PAS could in this way be elucidated and could
amplify earlier knowledge on this subject LEEMANNY,
Youmans, RarLrica and Youmans®, GOoODACRE, MiT-
cHELL and SEymour®é HIrT and HurNi1? and perhaps
open the way for new theories.

In an early phase of these experiments the writer was
informed by a personal communication from Dr. S.
TogriE, of the American Cyanamid Company, that H. J.
WHITE, bacteriologist at the Company, in unpublished
results had been able to show a competitive cffect of
para-aminobenzoic acid (PABA) on PAS. As will be seen
from the following experiments this observation could be
fully verified and was announced ip a paper presented
at the November Mceting of the Swedish Tuberculosis
Association in Stockholm 1947, together with the other
results presented in this paper. Similar findings with
PABA have been reported by Youmans ¢ al.5 Goob-
ACRE et al.” and HurnN1S,

The effect of monohydroxybenzoic acids on the tubey-
culostatic effect of PAS

The experiments were arranged so thatin simultaneous
series the tuberculostatic effect of the neutralized acids
were tested alone in concentrations from 1072 to 107
mol and in the same concentrations together with PAS
at a fixed concentration of 10~5 mol. This concentration
of PAS was chosen as it is the lowest concentration by
which a nearly complete inhibition is accomplished
(90-959%, inhibition in all the present experiments). A
competitive effect will therefore diminish the inhibitory
effect of this concentration of PAS. The strain used was
the BCG strain, the medium was that of Sauron.
Technic as described elsewhere {LEEMANN?).,

It will be seen {Table ), that the monohydroxybenzoic
acids tested alone increase in tuberculostatic effect as
the hydroxy group moves closer to the carboxyl group
thus from the para-position to the ortho-position, which
is in accordance with earlier observations®. When com-

1 7. R. Kiew and H. Kawmin, J. Biol. Chem. 138, 507 {1941).

5 B. HERNER, Acta physiol. Scand., Vol. 8, Suppl. 23.

3 1. Leamany, Rev. Gén. Sci. §4, 222 (1947).

4 J. Leumany, The Lancet, Jan. 4, 14 (1946) ; Svenska Lakartidn.
43, 2029 (1946); Nordisk Medicin 31, 2112 (1946); 33, 140 (1947);
Rev. Gén. Sci. 64, 222 (1947).

5 G, P. YoumMans, G.W. RaLeiGH,
Bacteriol, 54, 409 (1947).

& C.L. Goopacrg, B.W. Mircuerr, and D. E. SEYMoUR, Quart.
J. Pharmacy Pharmacol. 21, 301 {1948).

7 R. Hirt and H. Hurni, Helv. chim. acta 32, 378 (19498).

8 H. Hurn1, Schweiz. Z. Pathal. Bakteriol. 12, 282 (1949'.

? J. Lenmann, The Lancet, Jan. 5, 14 (1946) ; Svenska Lakartidn.
43, 2029 (1946); Nordisk Medicin 31, 2112 (1946); 33, 140 (1947);
Rev. gén. Sci. 54, 222 (1947).

and A. S, Youmans, J.
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bined with PAS no significant competitive effect is seen.
Ortho-hydroxybenzoic acid (salicylic acid) could have
been expected to diminish the effect of PAS, as this
configuration is represented in PAS. Possibly there is
a slight effect at 10—% mol, i. e. in the same concentration
as PAS. However, the inhibition is not significant.

Inhibition of different benzoic acid derivatives—alone and combincd
with 107%mol PAS—on the growth of the tubercle bacillus (BCG)

in per cent
Concentration of substance 10-3)10~4|10-5{10-¢| 107
in medium (molarity)
2-hydroxy- Alone 90 {8835} 31| 2
benzoic acid +PAS10-% 19019070 |76 74
3-hydroxy- Alone 181701101 21 0
benzoic acid +PAS10-% | 88|87 |78 8077
4-hydroxy- Alone 46130 ) 7| 3| 2
benzoic acid +PAS10-% | 90 | 88 | 88 | 87 [ 90
2-amino- Alone 67 [ 232017 2
benzoic acid +PAS 1075 | 82| 80| 78| 78|74
3-amino- Alone 8¢ 1151 71 51 3
benzoic acid +PAS10-% | 891828217878
4.amino- Alone 937801254 3| 3
benzoic acid +PAS10-5 | 95| 55| 055190
2-hydroxy-3-amino- Alone 30112 5, 01 O
benzoic acid +PAS10-5 |94 (93|92 (93] 93
2-hydroxy-3-amino- Alone 35 7] 441 3 3
benzoic acid +PASI0-% 96196949305
3-hydroxy-4-amino- Alone 9 132 31 31 0
benzoic acid -+PAS10-% 196196939393

The effect of monoaminobenzoic acids on the tubevculostatic
effect of PAS

Even in these experiments earlier observations are
verified, i.e. the tuberculostatic effect of the mono-
aminobenzoic acids increases when the amino group
movesaway from the carboxyl group, thus from theortho-
position to the para-position. In combination with PAS
no competitive effect of the ortho- and mecta-amino-
acids is seen. The para-aminobenzoic acid (PABA),
however abolishes completely the tuberculostatic effect
of PAS in equimolar concentration {1073 mol). At 107¢
mol PABA in itself has no tuberculostatic effect, but
inhibits the effect of PAS to about 50%. In 1074 mol
PABA itself has a rather strong tuberculostatic effect—
809, inhibition—nearly as strong as PAS in 105 mol—
909%, inhibition. Instead of an cxpected additive in-
hibitory effect, the two substances antagonize onec
another, resulting in a decrease to about 50 %, inhibition,

The effect of moncamino-monohydroxybenzoic acids on the
tuberculosiatic effect of PAS

The tuberculostatic effect of 3-amino- and 5-amino-
2-hydroxy-benzoicacids is very little pronounced -onlyat
10—3mol a slight effect is seen, whereas 4-amino-3-hydro-
xy-benzoic acid has a more pronounced effect, but con-
siderably less than PASY All these acids—so closely
related to PAS—could be expected to exert the strongest
competitive effect on PAS. However, none of them has
any competitive effect at all.

1 J. Leumanw, The Lancet, Jan, 5, 14 (1946) ; Svenska Likartidn.
43, 2029 (1946); Nordisk Medicin 37, 2112 (1946); 33, 140 (1947);
Rev. gén. Sci. 54, 222 (1947).
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Discussion

The predominating competitive effect of PABA among
the mono-aminobenzoic acids is well understood, as this
configuration is most closely related to PAS. The
complete absence of such an effect of the three mono-
amino-monohydroxybenzoic acids is confusing, as well
as the absent effect of salicylic acid. This acid should,
from a theoretical point of view, have the same possibil-
ity as PABA to compete with PAS, as both configurations
are represented in PAS. All these findings seem to point
to an important role of PABA for the tubercle bacillus.
That PABA is produced by the tubercle bacillus is shown
by SjoGrEN and ExsTranND! and Porr and SmiTH?.
However, PABA is in itself no growth factor for the
tubercle bacillus, as seen from the above experiments.
Even in concentrations as low as 10-% to 10-22 mol no
stimulating effect of PABA can be demonstrated. On
the contrary, already at a concentration of 10—% mol
(1-4 mg9%), PABA shows 809 inhibition of the growth
of the tubercle bacillus. As PABA nevertheless secems
to be of importance for the tubercle bacillus, it seems
enticing to assume that PABA only is one constituent
of a complex compound acting as a growth factor for the
bacillus. As a modecl for such a substance folic acid can
be mentioned. Folic acid itself does not, however, act as
a growth factor for the tubercle bacillus (concentrations
from 1073 to 10~'2 mol tested). If such a complex
compound is acting as a growth factor, it seems to be
linked with the enzyme systems of the tubercle bacillus
mainly through the PABA constituent, as PAS is able
to compete with PABA. Such a hypothesis has naturally
only value as a guide for continued experiments to find
more or less specific growth factors for the tubercle
bacillus. No such factor is known at present.
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the monoamino-monohydroxybenzoic acids, and to Miss J. Kurrner
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Central Laboratory, Sahlgren’s Hospital, Gothenburg,
April 4, 1949,

Zusammenfassung

1. Die Wirkung einiger Monoamino-oxybenzoesiuren,
Monooxybenzoesiuren und Monoamino-monooxybenzoe-
siuren auf den tuberkulostatischen Effckt von Para-
aminosalicylsiure (PAS) wurde untersucht,

2. Von den gepriiften Substanzen iibte nur Para-
aminobenzoesiure (PABA) eine antagonistische Wir-
kung auf PAS aus. Diese deutet darauf hin, da PABA
fiir Tuberkelbazillen bedeutsam ist.

3. Es wird angenommen, dal PABA sich als Bestand-
teil eines komplexen Wuchsfaktors der Tuberkel-
bazillen geltend macht und daB PAS diesem Wuchs-
faktor entgegenwirkt,

1 B. Sj86reN and T. Exstranp, Nature 156, 476 {1945).
2 H. Pore and D.T. Ssire, Amer. Rev, Tuberculosis 64, 559
(1946).

DISPUTANDA

Zur CO,-Resttheorie im Pflanzenbau

GasrIeLsEN! und Mitarbeiter? wiesen darauf hin, da
es schon fritheren Untersuchern aufgefallen ist, da8 in

1 E. K. GasrieLskN, Nature 167, 138 (1948).,
E. K. GABrIELSEN und L. Scuou, Exper. §, 116 (1949).
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geschlossenen Systemen griine Pflanzen oder Teile da-
von, selbst bei intensivster Belichtung, nicht fihig sind,
die von ihnen ausgeatmeten Mengen von CO, vollig hin-
wegzuassimilieren®., Der praktisch eminent wichtige
Sinn des sich unter solchen Umstinden einstellendcen
Grenzwertes an CO, wurde von mir 19192 und 1920 in
der Abhandlung Koklensdure und Pflanzen (W. Knapp,
Halle} auf den Seiten 1-40 eingehend hinsichtlich allen
Pflanzenwuchses und aller Nahrungsschdpfung auf
Erden ertrtert. Auch den Ausdruck Schwellenwert
{Treshold Value} findet man dort bereits auf den Seiten
7 und 9. Um was cs sich handelt, ergeben einige wort-
liche Zitate aus meinen fritheren Abhandlungen. Auf
Seite 40 des Buches stellte ich zunéchst gegeniiber, daB
im Luftmantel der Erde 1530-10? Tonnen CO, enthalten
seien und dafl der jihrliche Wuchs griiner Pflanzen
86,5-10° Tonnen CO, verbrauche. Es kénnten also in
einem Jahre 1/;; der im Luftmantel der Erde vor-
handenen CO,-Mengen verschwinden, deren Gehalt also
von 30 auf 28,34/100 000stel fallen, Dann fuhr ich woért-
lich fort: «Immerhin cine Grolle, die uns bercits recht
verdichtig sein sollte, aber schlieBlich doch noch nicht
sagt, dafl dic CO, in der Luft mangle: denn wir haben
gesehen, daf3 der Innendruck der Pflanzen wohl auch
noch einec Verminderung um ein weiteres 1/, auf
26,68/100000 zulaBt, wodurch schon diese disponible
CO,-Menge auf das Doppelte des Notigen wiichse.
AuBerdem horen die dauernden Quellen fiir CO, auch
nie auf zu stromen und neue Mengen davon in die Luft
zu entsenden, wie die tierische Atmung, die Verwesungs-
prozesse, die Bodentidtigkeit usw. Indessen, was im
grolien Mittel als hinrcichend erscheint, und namentlich
dann, wenn, wic bemerkt, die vorhandene CO,-Menge
doch nur gerade hinreichend ist, fithrt naturgemifl in
speziellen Fillen leicht zu einem Zustande des Mangels.
Also wenn die CO, in der Atmosphire woh!l auch nicht
immer im Minimum ist, so sind doch sehr leicht Fille
moglich, wo sic es wirklich ist bzw, duflerst leicht in den
Stand des Minimumfaktors beim Pflanzenwuchs ge-
rit...» Dies war der Sinn der 1917 konzipierten und
1919 verdffentlichten COy-Resthypothese bzw. Rest-
theoric: Der mittlere CO,-Gehalt der Luft von um
0,030%, ist nicht das Reservoir an CO,, aus dem die
Griinpflanzen beliebig schépfen kénnen, sondern der
mittlere Rest oder Uberbleibsel, den sic unter den
mittleren herrschenden Bedingungen von Licht, Tempe-
ratur und Feuchte und sonstigem nicht mehr ausniitzen
kénnen. Schon damals leitete ich ab, daBl bei starker
Belichtung dieser Wert cvtl. auf 0,0109% herabgehen
kénne. Und indem ich in den folgenden 30 Jahren die
Luftan den verschiedensten Orten Europas untersuchte,
z. B. im Binnenlande Norddeutschlands®, am Strande
der Nordseet, im Hochgebirge um Davos und Muottas
Murail®, gelangte ich schlieBlich dazu, im geschlosse-
nen System — es wuarden Kronen von Fliederhoch-
stimmchen in Cellophansicke cingeschlossen — den
Restwert an Atmungs-CO, 1929% mit 0,009-0,0129%
festzustellen, also genau identisch wie GABRIELSEN dics
1948 fiir Hollunderblitter fand. Indem ich einige der
Sitze aus der Schluflzusammenfassung dieser Mitteilung

1 A. A. IRwWING, Ann. Bétany 24, 805 (1910).

2 . ReiNnAv, Kohlensdure und Pflanzen, S. 1ff.
Halle 1920).

3 E. H. Revav, Die Technik in der Landwirtschaft 5, 186 (1924).

4 E. H. RewNav, Festschrift anldflich des 70, Geburistages von
Jul. Stoklasa, S. 305 (Parey, Berlin 1928),

5 Gerlands Beitrige zur Geophysik 25, 178 (1930). — E. ReInau,
Praktische Kohlensaurediingung in Gdrinerer wnd Landwirtschaft,
S. 23ff. und S. 59 (Springer-Verlag, Berlin 1927).

¢ E, H. Rewvav, Gartenwissenschaft 3, 101 (1030).

(W. Knapp,



