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162. Uber die Wirkung eines mit radioaktivem 35s indizierten 
2- (p- Aminophenyl) -thiazols auf Kulturen von Tuberkelbazillen I1 

von H. Erlenmeyer, H. Meyer, H. No11 und E. Sorkin. 
(11. IV. 49.) 

In  einer ersten Mitteilungl) hatten wir uber Versuche herichtet, 
in tlenen die Einwirkung eines mit radioaktivem Schwefel indizierten 
2-(p-Aminophenyl)-thiazols (APT) auf die Oberflachenkultur eines 
RCG-Stammes in Lockemanrz- untl Xauton-Nahrlosung untersucht 
worden war. Es hatte sieh hierbei gezeigt, dass bei einer APT-Konzen- 
tration von Mol/l in der Nahrlosung die isolierten Bakterien2) 
radioaktiven Schwefel enthalten und zwar - unter der Annahmc, 
dass die ermittelte Aktivitat dem APT zugeordnet werden kann - 
bis zu 0,77 y APT pro mg Bakterien Trockengewicht. Gegenuber der 
Konzentration des APT in der Losung, d. i. 0,0176 y pro mg bedeutet 
dies eine Anreieherung der Verbindung in den Bakterien. 

Bei der Fortsetzung dieser Versuche war es interessant zu er- 
fahren, in welcher Weise die von den Bakterien aufgenommene 
Menge des APT von der Konzentration des APT in der Nahrlosung 
ahhiingt. Die Ergebnisse aus solchen Versuchsreiheri mit BCG-Ober- 
flachenschwimmkulturen in Sautorz-Nahrlosungen mit 10  -4-10- Mol 
APTjl sind in Figur 1 ~iedergegeben~).  

I 

2 
APT h'nnzenfrahon 

-3 ' 
- I  U 1 

Fig. 1. 
Ordinatc: Logarithmus der Aktivitkt in y APT/mg Bakterien Trockrngrwicht. 
Abszisse: Logarithinus der Konzrntration des APT in drr Nahrlorung mg/L 

l) H .  Xoll, E. Borkin und H .  Erlenrne?jer, Helv. 32, 609 (1949). 
2, Bei einer Inkubationszeit bis zu 34 Tagen. 
3, Nach 26 Tagen Inkubationszcit. 
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Die Genaiiigkeit der Messungen hangt bei d n  ~r i~gcw~i i r t l t c~ i r  1111~tliod~~ ticr DircLt- 
niessnng von der Totalaktivitat und dem Gewicht (Ici Yrohr ('hot k(,iigv\\ 11 ht der 1st)- 

lierten Bakterien) ah. In  den angegebencn Bestimniirngen k mii t l c r  I"t.hltxr f u r  dic Ak- 
tivitat der aus lo-* und Mol APTjl enthaltentlt n N.ihi Loiiingrn pt.\tonnenen Bak- 
trrien zu Mol AP'I'II I\ CLY I I  t l t  I schwachen 
Aktivitat mit einem Fehler von & 13% zu rechneri is!. 

Diese Messungen zeigen, dass die auigrnoruimc.ric~ al)wliite M t q e  
tles 35 S, ausgedruckt in y APT/mg Bakt  er icn l'roc.kt~nge\\ icht,  v011 

tler Konzentration des APT in der Losiitig ahh:~ngt. \ on lkdeuturig 
ist die Peststellung, dass in allen diesel1 Verhucl ic~rt  ( I :&\  .iPT einc 
des Wachstrini total hemmende Wirkung zcigt. R l a r i  k ; im  tiaher aus 
diesen Bestimmungen entnehmen, dass mi t tler 2iiifriahiiie i on 0,00.5 y 
oder mehr AYT/mg Bekterien Trocker1gc.n icht urit i b r  1 I t 1 n  g!rwahlteri 
Redingungen mit Sicherheit eine bakteriost atisbhtb \Vii*l, tirig des APT 
verbunden ist. Verschiedene Stamme on nl.\it'olr)~tc.tt,riuiii tuber- 
culosis haben bei Verwendung von 0l~ri~fl~ic.Iicnhult I I ~ V I I  ahnliche 
Erripfintllichkeit (Tab. 1). 

3 O :  angegeben werden, wahrend bei 10 

Tabelle I. 

---I Obrrflaclieii Lii ltur. 
total henirnende Grew Loiizeiiti .&tion R l o l  I 

-.____ _ _ -  - 

17ClllbC . . 2 ,5 .10  
MY; . . 10 b- I ( 1  7 

i-I 
Wallrerid die bisherigen Versuchc i I L  rein xyii tli(>I ih (d I i (> r i  N d i r -  

losungert durchgefuhrt worden waren, I\ ii tl iiii ~ o l ~ t ~ ~ i t l ( ~ t i  ~ioc*h eiri 
erster Reitrag zu dem eigenartigen Vt'r11i1 lteri \ o t i  !l'I)(*-E; iiltureii iii 
s t ~ r u m h  a1 t igen  Nkhrlosungen gebradit . 

Piir die Bewertung cler in in v i t r o - \ ~ ~ : i ( ~ I ~ ~ t i i ~ n ~ v ~ ~ r ~ i i i ~ l i ~ ~ t i  ermittt.1- 
ten tuberkulostatisehen Wirkungen voii \. c~rbiiitluiigt~n I\ iir tlcr liefund 
von grosster Bedeutimg, class bei einem Zusatz 1 0 1 1  I O')/o fierum 
zii ciner Nahrlosung die ohne diesen Z n ~ : t l  z v ~ i i ~ 1 i i i i i d c . n ~ ~  11 ;ichstunis- 
hemmende Wirkung von sehr vielen Vt~l~iiitlurigc~ri wfgt1liol)en wirtl. 
Die Dentang diesrr Erscheinung ist nichi t A i i t f a c . 1 1  ZII gol)t~ri. Ei; hestcltt 
tlic Mciglichkeit, (lass beirn ifhergang vori tier M 
in tlrr die Cleichgewichte: 

H,N.K.(H,O), Z+ H,h I :+n 11,O 

H,N.R+Tbc I+ HJ I t .T l ) (  

die Verteilung tler Verbindungen auf I A I S ~ I I I ~  (11,O) u1it1 l$akttJricti 
(Tbc) bestimmen, zu  der serumhaltigeii Ihsiing, be1 t l c l  dic1 Ver- 
teilung auf Serum untl Bakterien von tl(.n CXeicligt~ic.lit ('ti : 

Serum.H,N.lI -2 N,3 1' + Srruiii 

H,N.B+Tbc +* H2A 1 -  . l ' b t  
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abhangt, bei einer starken Bindung der H,N R-Verbindung durch 
das Serum die durch die Bakterien gebundene Menge von H,N.R 
entsprechend stark vermindert wird. Der Unterschied in der er- 
mittelten wachstumshemmenden Wirkung wurde unter der Annahme 
eines gleich bleibenden reaktiven Verhaltens der Bakterien in was- 
seriger und serumhaltiger Nahrlosung alsdann auf die Verschiedenheit 
tler Bindung der H2N. R-Verbindungen durch Wasser und Serum 
zuruckzufuhren sein. 

Im  Zusammenhang mit der Diskussion dieser Gleichgewichte 
sind die folgenden Versuche zu erwahnen, die mit den zu der H,N.R- 
Reihe gehorenden Verbindungen: p-Aminobenzoesaure, Sulfathiazol 
und p-Aminosalicylsaure durchgefiihrt wurden. 

1. Nach den Untersuchungen von 31. Allgbwerl) wird Sulfathiazol 
bedeutend starker an Serum gebunden als p-Aminobenzoesaure. 

2. Bei Tbc-Kulturen wird aber die wachstumshemmende Wir- 
kung der p-Aminobenzoesaure auf Tbc-Kulturen durch Serumzusatz 
aufgehoben, wiihrend die wachstumshemmende Wirkung des Sulfa- 
thiazols durch Serumzusatz nur unwesentlich geandert wird,). 

3. Andererseits gilt, dass die wachstumshemmende Wirkung der 
p-Aminosalicyls'd;uro auf Tbc-Kulturen durch Serumzusatz nur un- 
wesentlich geandert wirtl, und dass aber bemerkenswerterweise, wie 
E. 8uter3) gezeigt hat, der in wasserigen Nahrlosungen vorhandene 
antagonistische Effekt der p-Aminobenzoesaure auf die wachstums- 
hemmende Wirkung der p-Arninosalicylsaure bei Serumzusatz nicht 
mehr vorhanden ist. 

Fur eine Deutung solcher Versuchc ist es nun wichtig zu erfahren, 
oh die angefuhrte Annahme gilt, dass die Bakterien in einer syn- 
thetischen, wasserigen Nahrlosung und in einem serumhaltigen Nahr- 
medium in ihrem reaktiven Verhalten ubereinstimmen, t i .  h. als 
gleichartig zu betrachten sind. Eine solche Gleichartigkeit wurde im 
Experiment bedeuten, dass die Tbe-Kulturen in beiden Medien auf 
(lie Bindung der gleichen Menge der H,N * R-Verhindung mit der 
Einstellung des Wachstums reagieren. 

Da fur die Ruswertung der Ergebnisse der in in-vitro-Versuchen 
ermittelten tuberkulostatischen Wirkungen fur Versuche in vivo 
tlic Rnalyse tlieser Serumwirkung von grosser Bedeutung ist, haben 
wir es unternommen, mit Hilfe des radioaktiven APT etwas iiber die 
Gleiehartigkeit der Bakterien in wasserigen und in serumhaltigen 
Nahrlosungen in Erfalirung zu bringen. Die starke tuberkulostatische 
Wirkung des 2-(p-Aminophenyl)-thiazols und auch der isomeren Ver- 

Helv. physiol. pharmarol. acta 2, 569 (1944). 
%) E .  Xuter, H .  Erlenmeyer, E .  Xorkin llnd H .  Bloch, Schw. 2. Path. u. Bakt. I I, 

3, Helv. physiol. pharmacol. acta 6, 773 (1948). 
193 (1948); H. Hloch, H. Erlenmeyer und E .  Suter, Exper. 3, 199 (1947). 
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bindungen ist, wie wir bereits in friihereri Versiicheril) erniittelt 
hatten, in NLhrlosungen, die 10 yo Serum enthalten (Kirchncr- 
Milieu), nicht mehr vorhanden. 

Tabc4le 2. 

4-(p-Aminophenyl)-thiazol. 
5-(p-Rminophenyl)-thiazol. 

Verbindung I Oberflachenkultur 1 Kirchner-Nahr- 
in Lockemann-Nahr- losung, lo"/, Serum 

Idsung erithaltend I 

I I total hemmende Grenzkonz. Mol/l 

Wir haben nun in Gegeiiwart von radioaktivem APT Wachstums- 
versuche sowohl mit VaZZe'e- als auch mit BCG-Kulturen in Nahr- 
losungen mit Zusatz von 10 yo Serum durchgefuhrt'. 

Es wurden zuerst Versuchc in den Konzentrationsbereichen 5. lop4, 2,6. 
7 ,2R'10-4 und 6,25.10-5 Moljl angesetzt, um mit Sicherheit ein Wachstum zu crhalten. 
Es zeigte sich hierbei, dass in allen vier Konzentrationen trotz der Gegenwart von APT2) 
ein diffuses Tiefenwachstum erfolgt3). 

Um die Genauigkeit der Aktivitatsmessungen zu verbessern, die, wie erwahnt, 
von der Menge der Bakterien abhiingt, wurde einerseits das Ifaterial aus den vier BCG- 
Kulturen, und andererseits wurden die Bakterien aus den vier ValZb-Kiilturen ge- 
saminelt. Die Bakterien wurden hierbei zuerst aus den einzelnen Kulturen durch Zentri- 
fugieren von den Nahrlosungen abgetrennt, darauf einmal mit 5 em3 dest. Wasser ge- 
waschen und erneut zentxifugiert. Die isolierten Bakterien aus den je vier Nahrliisungen 
wurden nun vereinigt und noch neunmal mit je 5 em3 Wasser gewaschen. Das bci SOo gr- 
trocknete Material wurde fur die Ermittlung der Radioaktivitat nach der in der ersteii 
Nitteilung4) angegebenen Methode der Dircktmessung verwendet. 

Die Messungen ergaben f ur die am den VaZle'e-Kulturen isolierten Bakterien einon 
Aktivitatswert, der unter der Annahme, dass die ermittelte Radioaktivitat dem APT 
zuzuordnen ist,, einein Gehalt von 0,036 y & 2004, APT/mg Bekterien Trockengewicht 
entspricht. 

Fur die BCG-Bakterien ergibt die Aktivitatsinessung einen Wert, der 0,050 y & 
25Y, APT/mg Bakterien Trockengewicht entspricht. 

I n  eiiiem zweiten Versuch wurdc nur in je einer Xahrlosung, die lo"/;, Serum und 
&To1 APTjl enthielt, eine Kultur von Valle'e und eine solche von BCG angesetzt. 

13:s erfolgte in beiden Kulturen diffuses Tiefenwachstum. Die wie oben angegeben iso- 
lierten iind verarbeiteten Bakterien wurden wiederum auf ihre Aktivitat gepruft. 

Die Messungen ergaben fur die aus der ValZBe-Kultiir isolierten Bakterien cine Ak- 
t>ivitlt, die einem Gehalt von 0,029 y & 2024 APT/mg Baktericn Trockengcwicht ent- 
spricht. Fur die BCG-Bakterien ergab die Aktivitatsinessung eincn Wert, der 0,035 y & 
20"4 APT/nig Bakterien Trockengewicht entspricht. 

l) E l .  Erlenmeyer, C. Becker, E. Sorlcin, H .  BZoch und E. Suter, Helv. 30, 2058 (1947). 
?) Das Inokuluin war bei diesen Versrrchen bedeutend Idelner als bci den bisherigcri 

Ansatzen; ubpr  die Methodik siehe E. Suter, H .  Erlenmeyer, E. Sorkin und H. Bloch, 
loc. cit. 

3, Versuchsdauer 14 Tage. 
4, H .  Noll, E. Sorkin und H .  Erlenmeyer, loc. cit. 
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Diesen Versuchen ist zu entnehmen: 1. Der in den Rakterien 
ermittelte radioaktive 3 5 S  zeigt, dass auch in Gegenwart von Serum 
in der Nahrlosung das vorhandene APT mit den Bakterien in Be- 
ziehung kommt und, dass die Aufhebung der waehstumshemmenden 
Wirkung durch das Serum demnach nicht dureh eine alleinige Rintluiig 
des APT an das Serum bedingt ist. 2. In  Wachstumsversuchen mit 
Oberflachenkulturen in synthetischen Nahrlosungen wurde die fur 
eine sichere bakteriostatische Wirkung von den Bakterien aufzu- 
nehmende Menge von 35S, unter der Annahme, dass die Aktivitat 
dem APT zukommt, zu 0,005 y oder mehr APT/mg Bakterien Trocken- 
gewicht ermittelt. Die in Gegenwart von Serum von den Rakterien 
aufgenommene Menge von 35S ubersteigt sowohl in den VaZZe'e- als 
auch in den BCG-Kulturen diesen Wert, ohne dass jedoch hiermit 
eine bakteriostatische Wirkung verhuncien war. 

Fur die Ileutung der Serumwirkung ist demnach auch die Mog- 
lichkeit einer Nichtgleichartigkeit der Bakterien in wasserigen und 
in serumhaltigen Nahrlosungen zu diskutieren. 

Zusammenfassung .  

Es wurde die von Tbc-Bakterien in synthetischen Nahrlosungen, 
die ein mit 35S indiziertes p-Aminophenylthiazol enthalten, auf- 
genommene Menge von radioaktivem Schwefel in Abhangigkeit von 
der APT-Konzentration in der Nahrlosung ermittelt. Die fur eine 
wachstumshemmende Wirkung notwendige Aktivitat der isolierten 
B akterien wurde f estgestellt . 

Weiterhin wurde die enthemmende Wirkung des Serums auf die 
wachstumshemmende Wirkung des APT untersucht. Es wurde ge- 
funden, dass in Gegenwart yon Serum die Bakterienkulturen wachsen, 
trotzdem sie nach der Tsolierung einen Aktivitatswert zeigen, der 
grosser ist als der in den vorangegangenen Versuchen in synthe- 
tischer Nahrlosung fur eine wachstumshemmende Wirkung er- 
mittelte Wert. 
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