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Table I I  

[ExPERIENTIA VOL. XIV/1O] 

Exposure time 

15 min 

20 rain 
20 min 

Conditions 

Subst ra te :  20~tmotes a-ketogtutarate.  Dialyzed extract.  Acceptor system: 
5 txmoles glucose + 3 mg hexokinase + 2-5 t~moles ADP 
Similar conditions. Mannose subs t i tu ted  tor glucose in the  acceptor system 
Similar conditions. Undialyzed ex t rac t  subs t i tu ted  for dialyzed ex t rac t  

P/O ratio 

0-45--0-50 

0-38--0.48 
0.47--0.55 

Atom percent 
N~ '~ excess 

0-020--0-028 

0.021--0.031 
0.030--0-031 

Each flask contained 1.0 ml extract (15 mg protein), 20 [xmoles substrate, 12 [xmoles phosphate, 30 [xmoles NaF, 15 ~moles MgClz. Gas phase: 
10% N~ 5 (32 atom excess), 20% 03, 70% He. Other conditions were described in Table I. 

T h e  d a t a  in  T a b l e  I show t h e  ef fec t  of s u b s t r a t e  on  oxi-  
d a t i v e  p h o s p h o r y l a t i o n .  T h e  P / O  ra t ios  o b t a i n e d  w i t h  
suec ina te  a n d  f u m a r a t e  as s u b s t r a t e s  agree  w i t h  those  ob-  
t a i n e d  b y  HARTMAN, BRODIE, a n d  GRAY 3. A l t h o u g h  t h e  
P /O  r a t i o s  w i t h  a - k e t o g l u t a r a t e  were c o n s i s t e n t l y  h i g h e r  
t h a n  w i t h  these  two  subs t r a t e s ,  t h e y  n e v e r  r e ached  t h e  
va lues  r epo r t ed  b y  these  au thors .  E x p e r i m e n t s  w i t h  dia-  
lyzed  a n d  u n d i a l y z e d  e x t r a c t s  gave  a p p r o x i m a t e l y  t he  
s a m e  P / O  values .  However ,  u n d i a l y z e d  e x t r a c t s  d id  show 
a smal l  p h o s p h a t e  u p t a k e  in t h e  absence  of a d d e d  accep-  
tor .  T h e  r e p l a c e m e n t  of m a n n o s e  b y  glucose in t h e  ac- 
c e p t o r  s y s t e m  did  n o t  a l t e r  t he  P ]O rat io .  

The  a t o m  pe rcen t  N~ ~ excess  d a t a  p r e s e n t e d  in Tab le  II, 
i nd i ca t e  a sma l l  b u t  s ign i f i can t  i n c o r p o r a t i o n  of N~ 5. 
S u b s t i t u t i o n  of o t h e r  s u b s t r a t e s  for  ~ - k e t o g l u t a r a t e  h a d  
no  effect  in  t he  a m o u n t  of N~ 5 inco rpo ra t ed .  A l t h o u g h  all 
e x t r a c t s  s t ud i ed  c o n s i s t e n t l y  showed  a P / O  r a t i o  in t h e  
r anges  i n d i c a t e d  for  t h e  va r i ous  sys tems ,  n o t  all e x t r a c t s  
i n c o r p o r a t e d  N~ ~. 

W e  conc lude  t h a t  p r ev ious  a t t e m p t s  to  o b t a i n  cons is t -  
e n t  f i xa t i on  of N~ 5 b y  cell free e x t r a c t s  of the  a z o t o b a c t e r  
(see, for example ,  MAGEE a n d  BURRIS ~) d id  n o t  ar ise  f rom 
lack  of o x i d a t i v e  p h o s p h o r y l a t i o n .  
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Zusammen[assung 

Zellfreie E x t r a k t e  y o n  Azotobacter vinelandii 0 w u r d e n  
au f  ih r  V e r m 6 g e n  zur  o x y d a t i v e n  P h o s p h o r y l i e r u n g  n n d  
S t i cks to f f ix i e rung  u n t e r s u c h t .  O b w o h l  alte P rApa ra t e  die 
F~Lhigkeit zu r  o x y d a t i v e n  P h o s p h o r y l i e r u n g  besassen  u n d  
einige d a v o n  in de r  Lage  w a r e n  S t i cks to f f  zu f ixieren,  
k o n n t e  zwischen  den  b e i d e n  Vorg i ingen  - u n t e r  den  ge- 
s ch i l de r t en  e x p e r i m e n t e l l e n  B e d i n g u n g e n  - ke ine  Abh~tn- 
g igke i t  g e f u n d e n  werden .  

e W. E. MAGEE and R. H. BURRIS, J. Bact. 71, 635 (1956). 

Eintritt und Mechanismus  
phagenhernmender Wirkungen 

Versch iedene ,  yon  uns  I au fge fundene ,  p h a g e n h e m m e n d e  
Stoffe  bes i t zen  W i r k u n g e n  gegeni iber  T 1 P h a g e n  u n d  
n i c h t  gegeni iber  d e n  a n d e r e n  Col iphagen ,  a n d e r e  zeigen 

1 L. NEIPG W. KoNz und R. MEIER, Exper. 13, 74 (1957). 

e ine W i r k s a m k e i t  gegen T1, a, 5 u n d  ~, n i c h t  au f  die 
T,, 4, ~ P h a g e n .  E s  schien  zur  A u f k l ~ r u n g  dieser  W i r -  
k u n g s s p ez i f i t g t  e rwt insch t ,  die W i r k u n g s b e d i n g u n g e n  sol- 
che r  S u b s t a n z t y p e n  g en au e r  abzukli~ren.  Es  w u r d e  zu- 
nAchs t  die zei t l iche Re l a t i on  des  W i r k u n g s e i n t r i t t e s  zu 
P h a g e n -  u n d  B a k t e r i e n e n t w i c k l u n g  u n t e r s u c h t .  

Abb. 1. 15858]E + Coli 207 1 : 60 + Phagen 10 ~ in Difco Bouillon 6% 
(Pr~parat Konzentration 1 : 5000). 

Bakterien- Kontrolte 
Phagen- Kon trolle 
Prfiparaten- Kontrolle . . . . . . . . .  
Bakterien + Phagen + PrSparat . . . . . . . . . . . . .  

Mi t  Hilfe  de r  y o n  u n s  ~ n g e w a n d t e n  M e t h o d e  d e r  At -  
m u n g s m e s s u n g  n a c h  WARBURG is t  diese U n t e r s u c h u n g  
le ich t  u n d  s icher  du rchzu f i i h r en .  

Methodih. I m  H a u p t r a u m  des  W arb u rg g e f~s s e s  bef in-  
d e t  s ich  die B a k t e r i e n k u l t u r  in  Difco Bou i l lon  6 % ;  ira 
1. A n h a n g  die P h a g e n s u s p e n s i o n .  E i n  zwei te r  A n h a n g  
d i e n t  zu r  A u f n a h m e  de r  W i r k s u b s t a n z .  Das  Mi t te l s t i i ck  
des Warburggef~tsses  wi rd  zur  N e u t r a l i s a t i o n  des en t s te -  
h e n d e n  CO2 m i t  K O H - L 6 s u n g  besch ick t .  Warburgge f~ss  
u n d  M a n o m e t e r  w e r d e n  m i t  O 3 du rch l f i f t e t  u n d  bei  37 ° C 
im W a r b u r g a p p a r a t  e ingeh~ngt .  N a c h  e r fo lg t em Tempe-  
r a t u r a u s g l e i c h  u n d  E r r e i c h e n  des gewt in sch t en  Bak te r i en -  
w a c h s t u m s  (E insaa t ) ,  we rden  die P h a g e n  u n d  d a n a c h ,  in 
b e s t i m m t e n  I n t e r v a l l e n ,  die ~Vi rksubs tanz  zugek ipp t .  Als 
T e s t o r g a n i s m e n  wAhlten wir :  
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1. Esch.  coli 207 m i t  e n t s p r e c h e n d e n  P h a g e n ;  
2. Esch.  coli D e l b r i i c k  m i t  d e r  T - tZe ihe .  

Ergebnisse.  E s  w u r d e  m i t  d i e s e r  M e t h o d e  e ine  g r o s s e  
Z a h t  y o n  S t o f f e n  u n t e r s u c h t .  ~ b e r  d a s  t y p i s c h e  E r g e b n i s  
m i t  e i n e m  P r ~ t p a r a t  N r .  15 858 E w i r d  b e r i c h t e t .  E s  z e i g t  

i m  R e a g e n z g l a s  I o l g e n d e s  W i r k u n g s s p e k t r u m  g e g e n i i b e r  
d e n  v e r s c h i e d e n e n  P h a g e n  ( s i ehe  T a b .  I ) .  

W i e  b e r e i t s  b e s c h r i e b e n  1 i s t  d i e  D i f f e r e n z  d e r  E m p f i n d -  
l i c h k e i t  z w i s c h e n  d i e s e n  v e r s c h i e d e n e n  P h a g e n  d e u t l i c h .  
A m  e m p f i n d l i c h s t e n  i s t  T~ u n d  a m  r e s i s t e n t e s t e n  s i n d  

Tabelle I 

Esch. coli ~o7 

Bakterien Phagen 

3,3 5,1 

Bakterien 

3,9 

T1 

5,8 

T2 I Ts 

5,1 

Esch. coli Delbrfick 

T~ Ts 

5,1 

Te T~ 

4,8 

Werte:  Wirksame Konzentration in -log attsgedriickt. 

Abb. 2. 15858[E + Coli Delbriick 1:40 + T t Phagen 108 in Difco 
Bouillon 6% (Pr~iparat Konzentrat ion 1:30000). 

Bakterien- Kontrolle 
Phagen- Kontrolle 
Pr~tparaten- Kontrolle . . . . . . . .  
Bakterien + Phagen + Pr~iparat ................. 

Abb. 3. 15858]E + Coli Delbrtick 1:40 + T 5 Phagen 10 a in Difco 
Bouillon 6% (Pr/iparat Konzentration 1:30000). 

Bakterien- Kontrolle 
Phagen- Kontrolle 
PrRparaten- Kontrolle . . . . . . . . .  
Baktcricn + Phagen + Prfiparat . . . . . . . . . . . . .  

Tabelle I I  

Phagenentwicklung ohne bzw. unter  Einwirkung von Priiparat 15858 E (Werte: Anzahl Phagen pro cma/Kultur).  

Phagenentwicklung Priiparat 15858 nach Erreichung Prfiparat 15858 E 1 h 
ohne Pr~iparat-Einwirkung der * Einsaat* zugekippt nach der Einsaat  zugekippt 

Versuchsdauer 

Gesamte Phagen Freie Phagen Gesamte Phagen Freie Phagen Gesamte Phagen Freie Phagen 

E i n s a a t  
½ S t u n d e n  
1 S t u n d e  
1 ~ S t u n d e n  
2 S t u n d e n  
21/2 S t u n d e n  

2,8 × 103 
1,6 × 108 
3,9 × l0  s 
1,1 × 10 n 
1,9 x 1011 

4,0 x 102 
1,4 x l0  s 
1,1 × 10 s 
6,4 × 1010 
6,I  × 10 ~0 

5,7 × 103 
0,5 × 10 a 
3,5 × 10 a 
0,5 x 103 
0,3 × 10 a 

3,4 × 103 
0,1 × 10 a 
0,5 × 10 s 
0,5 × 108 
0,4 × 10 a 

5,7 × 102 

9,8 × 10 s 
1,2 x 108 
4,1 × 108 
4,3 × 108 

2,0 × 102 

4,3 x l 0  s 
2,8 × l 0  T 
7,3 × 104 
7,4 × 104 
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T~, 4, ~, 207, T 3 und T~ sind gleich empfindlich, nur T v 
besitzt eine dntermediltre~Stellung zwisehen der geraden 
und ungeraden Reihe. 

Zun~chst war notwendig festzustellen, ob der unter- 
suchte Stoff eine direkte phagozide Wirkung besitzt. Zu 
diesem Zwecke wurden die Phagensuspensionen zu ver- 
schiedener Konzentration derselben, die oberhalb der bak- 
teriziden "vVirkung liegt, zngesetzt und bis zu 24 h inku- 
biert. Die Phagen blieben nach dieser Einwirkungszeit  
virulent. Eine einfache phagozide Wirkung als Ursache 
des Effektes kann somit ausgeschlossen werden. 

Die t3efunde iiber den ~Virkungseintritt ergeben sieh 
aus den anliegenden Kurven. Bei der Versuchsanordnung 
t r i t t  Bakteriolyse ohne Hemmstoff  nach 11/~ bis 2 h ein. 
Voile Schutzwirkung gegentiber der Pbagenwirkung t r i t t  
nach Zusatz der t lemmstoffe  noch dann ein, we!in der 
Zusatz 30 min vor der Lyse erfolgt. Es ist m6glich, class 
in gewissen Konzentrat ionen auch noch geringere Inter- 
valle des Zusatzes vor der definitiven Lyse wirksam sind. 
Die \¥ i rkung t r i t t  somit bis zu einem ganz best immten 
Entwicklungspunkt der Phagen, beziehungsweise der 
Bakterien ein. 

Die Bestimmungen der Phagenmenge (siehe Tab. II) 
im Verlauf der Hemmversuche ergab, dass die unter- 
suchten Stoffe bei unbeeintr/ichtigtem Wachstum der 
Bakterien eine Vermehrung der Phagen verhindern. Die 
Hemmung der Phagenentwicklung ist sofort oder min- 
destens nach einer Einwirkungszeit  yon ungef~Lhr 30 rain 
manifest. Kurz nach der Zugabe der ~Tirksubstanz kann 
noch ein leichtes Ansteigen des Phagentiters Iestgestellt 
werden; danach bleibt die Gesamt-Phagenmenge statio- 
ner. Meist t r i t t  ein Rtickgang der freien Phagen auf. 

Die phagenhemmende "VVirkung beruht  daher auf einer 
Ent~vicklungshemmung der Phagen. 

Verhinderung der Lyse t r i t t  solange ein, als die Zahl 
der Phagen die ftir komplette Lyse notwendige Menge 
nicht erreicht. Die relative Abnahme der freien Phagen 
gegentiber den gesamten kann daftir sprechen, dass die 
Phagen in einer unwirksamen Form am Bakterium adsor- 
biert werden und dadurch ihre Vermehrung ausbleibt, 
oder dass keine wirksamen freien Phagen gebildet und 
abgegeben werden. Da die Phagen selbst offenbar nicht 
beeinflusst werden, k6nnen die Stoffe spezifisch auf einen 
Mechanismus der Bakterien wirken, der fiir die Phagen- 
entwicklung massgebend ist. Die friiher ge~Lusserte Auf- 
fassung tiber den Wirkungsmechanismus der untersuchten 
Stoffe wird durch diese Befunde best~tigt; tiber analoge 
Befunde mit  weiteren Stoffen wird spAter berichtet 
werden. 

Fiir iiberaus sorgffiltige Durchfiihrung dcr Vcrsuche sind wir Frl. 
M. TmTSCnLER ZU grossem Dank verpfIichtet. 

~ .  MEIER, L.  NEIPP u n d  \V. KvI~z 

Wissenscha/tliche Laboratorien der C I B A  Aktiengesell- 
scha/t, Basel, 28. Jul i  7958. 

Summary 

The described antiphage substance: bis - [[4 - [4 - (3 - di- 
e thylamino-  propylamino) - 6 -methy l -  2 - pyr imidyl-  arni- 
no]-phenyl]]-sulphone te t rahydrochlor ide  te t rahydra te  
produces its effect not through a direct phagocytic action 
but  indirectly through an inhibition of the phage pro- 
duction. The effect is complete during the whole loga- 
rithmic growth phase as long as the phage concentration 
is kept under the limit, critical for bacteriolysis. 

) [hnl ichkeit  und Unterschied 
Leukozytenemigrat ionsfSrdernder  Wirkung 

gram-pos i t i ver  und g r a m - n e g a t i v e r  
Bakterien 

Polysaccharkte aus gram-negativen Bakterien und 
ihren Kulturfi l traten besitzen auf Leukozyten zwei Wir- 
kungen : 

i .  Bei gleichm~ssiger Verteilung im Milieu, zirkuliire 
Auswanderungsf6rderung. 

2. Bei exzentrischer Anbringung des Polysaccharids 
eine gerichtete Auswanderung der Leukozytem 

Auf Grund unserer Befunde ist anzunehmen, dass beide 
Reaktionen auf dem gleichen Wirkungsmechanismus be- 
ruhen 1. Aus gram-positiven I~akterien isolierte Poly- 
saeeharide wurden bisher unwirksam gefunden ~, nur be- 
st immte Filtrate yon ~Plasma,-Kulturen zeigen chemo- 
taktische Wirkung 3. 

Gram-negative und gram-positive lebende Bakterien, ex- 
zentriseh zu Leukozyten angebracht, bewirken, wie die 
Polysaccharide gram-negativer Bakterien, eine gerichtete 
Auswanderung 4. Es wurde bisher nicht untersucht, ob 
mit  lebenden Bakterien eine zirkul~re Auswanderungs- 
f6rderung der Leukozyten erreicht werden kann. 

Die Feststellung scheint aber yon besonderer *vVichtig- 
keit, ob die Wirkung gram-negativer lebender Bakterien 
mit  derjenigen ihrer Polysaccharide v611ig identisch ist, 
und ob diese mit  derjenigen tebender gram-positiver 
Keime in jeder Beziehung iibereinstimmt. Um diesen 
Nachweis zu erhatten, sind die verschiedenen genannten 
Versuchsvarianten fiir gram-positive und gram-negative, 
lebende Keime durchzuffihren. Zur Untersuchung von 
\Virkungen lebender I3akterien auf Zetlen ist die Einhal- 
tung genau ausgearbeitetcr Versuchsbedingungen not- 
wendig, um spezifische Wirkungen yon <,Niihrboden- 
konkurrenzphaenomenem~ yon anderen Effekten, wie 
pH-Anderung, Fibrinotyse, Toxinproduktion usw. zu 
trennen. Es muss ferner ausgeschlossen werden, dass wirk- 
sames N~ihrbodenmaterial mit  den Bakterien eingeschleppt 
wird 5. 

Folgende Versuchsanordnung hat  sich als geeignet er- 
wiesen: 24 h alte El-Bouillon (gram-positive Keilne) oder 
Glucose-Bouillon (Proteus vulg. 0X19 ) Kulturen werden 
zentrifugiert, die N~hrmedien abgehebert und die Bak- 
terien in der gleichen Menge TyrodelSsung aufgenommen. 
Diese Bakterienaufschwemmung wurde als Ausgangs- 
15sung fiir die l~berschichtungsversuche benutzt. Bei 
Ztichtung der Keime auf synthetischen NS.hrb6den wurde 
die 24 h alte Kultur  direkt als Ausgangsl6sung verwendet. 
Von diesen Ausgangsl6sungen wurden Tyrodeverdiinnun- 
gen hergestellt. Verwendete Keime:  Proteus vutg. OXID, 
Enterococc. ~aecalis 51, Staph. haemolyt, b3, Streptovocc. 
pyogenes 36. 

Die Versuchsergebnisse sind ftir Proteus vutg. OX19 und 
Slreplococc. pyogenes 36 in der Tabelle zusammengestellt. 
Die beiden andern angegebenen gram-positiven Keime 
verhalten sich ~ihnlich wie Streplococc. pyogenes. 

Das Resultat  der Versuche ist eindeutig. Es ergibt sich 
mit  tebenden gram-negativen Bakterien in dieser Anord- 

1 R. MEIER und B. SCH;iR, Naunyn-Schmiedeberg Arch. 234, 
10~ (1958). 

2 R. MEIER und B. SCilXR, Hoppe-Seyl. Z. 307, 103 (1957). 
3 R. MEIER, Helv. chim. Acta 24, 134/E (1941). 

R. MEIER und B. Sc~X~, Exper. 9 (3), 93 (1953). - B. SCHXR, 
F. W. KAUNT unit G. HUBER, Helv, physiol. Acta 16 (1), 116 (1957). 
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5 R. MEmR und B. Sc~XR, Expcr. I:3, 492 (1957). 


