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

von H. Erlenmeyer, H. Meyer, H. Noll und E. Sorkin.
(11.1V. 49.)

In einer ersten Mitteilung?') hatten wir iiber Versuche berichtet,
in denen die Einwirkung eines mit radioaktivem Schwefel indizierten
2-(p-Aminophenyl)-thiazols (APT) auf die Oberflichenkultur eines
BCG-Stammes in Lockemann- und Sauton-Nihrlosung untersucht
worden war. Es hatte sich hierbei gezeigt, dass bei einer APT-Konzen-
tration von 10-* Mol/l in der N#hrlosung die isolierten Bakterien?)
radioaktiven Schwefel enthalten und zwar — unter der Annahme,
dass die ermittelte Aktivitit dem APT zugeordnet werden kann —
bis zu 0,77 y APT pro mg Bakterien Trockengewicht. Gegeniiber der
Konzentration des APT in der Liésung, d. i. 0,0176 » pro mg bedeutet
dies eine Anreicherung 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 Niahrlosung
abhingt. Die Ergebnisse aus solchen Versuchsreihen mit BCG-Ober-
flichenschwimmkulturen in Sauton-Nihrlosungen mit 10-4—10-¢ Mol
APT/1 sind in Figur 1 wiedergegeben?).
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Fig. 1.
Ordinate: Logarithmus der Aktivitit in y APT/mg Bakterien Trockengewicht.
Abszisse: Logarithmus der Konzentration des APT in der Néhrlosung mg/l.

1) H. Noll, E. Sorkin und H. Erlenmeyer, Helv. 32, 609 (1949).
%) Bei einer Inkubationszeit bis zu 34 Tagen.
3) Nach 26 Tagen Inkubationszeit.
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Die Genauigkeit der Messungen hingt bei der angewandten Methode der Direkt-
messung von der Totalaktivitit und dem Gewicht der Probe (Trockengewicht der iso-
lierten Bakterien) ab. In den angegebenen Bestimmungen kann der Fehler fiir die Ak-
tivitit der aus 10=% und 10-5 Mol APT/l enthaltenden Nihrlgsungen gewonnenen Bak-
terien zu -+ 3%, angegeben werden, wihrend bei 10 % Mol APT/l wegen der schwachen

Aktivitidt mit einem Fehler von 4 139, zu rechnen ist.

Diese Messungen zeigen, dass die aufgenommene absolute Menge
des 353, ausgedriickt in y APT/mg Bakterien Trockengewicht, von
der Konzentration des APT in der Losung abhiingt. Von Bedeatung
ist. die Feststellung, dass in allen diesen Versuchen das APT eine
das Wachstum total hemmende Wirkung zcigt. Man kann daher aus
diesen Bestimmungen entnehmen, dass mit der Aufnahme von 0,005 »
oder mehr APT/mg Bakterien Trockengewicht unter den gewidhlten
Bedingungen mit Sicherheit eine bakteriostatische Wirkung des APT
verbunden ist. Verschiedene Stémme von Mycobacterium tuber-
culosis haben bei Verwendung von Oberflachenkulturen adhnliche
Empfindlichkeit (Tah. 1).

Tabelle 1.

Oberflachenkultur,
total hemmende Grenzkonzentration Mol;1

Vallée . . 2,5-10 7
BCG . . . 10610 ¢

Wihrend die bisherigen Versuche in rein synthetischen Nihr-
losungen durchgefithrt worden waren, wird im folgenden noch ein
erster Beitrag zu dem eigenartigen Verhalten von The-Kulturen in
serumhaltigen Niahrlosungen gebracht.

Fur die Bewertung der in in vitro-Wachstumsversuchen ermittel-
ten tuberkulostatischen Wirkungen von Verbindungen war der Befund
von grosster Bedeutung, dass bei einem Zusatz von ca. 109 Sernm
zu einer Nahrlosung die ohne diesen Zusaiz vorhandene wachstums-
hemmende Wirkung von sehr vielen Verbindungen aufgehoben wird.
Die Deutung dieser Erscheinung ist nicht einfach zu geben. ks besteht
die Moglichkeit, dass beim Ubergang von der wiisserigen Nihrlosung,
in der die Gleichgewichte:

H,N-R-(H,0)n == H,N:R+n H0
H,N-R+The == HN-R-The

die Verteilung der Verbindungen auf Lisung (H,0) und Bakterien
(Tbe¢) bestimmen, zu der serumhaltigen Losung, bei der die Ver-
teilung auf Serum und Bakterien von den Gleichgewichien:
Serum-H,N-R = HN K+ Serum
HN-R+Tbe == H,N-K The



Volumen xxx11, Fasciculus 1v (1949) — No. 162. 1211

abhingt, 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 wiirde unter der Annahme
eines gleich bleibenden reaktiven Verhaltens der Bakterien in wis-
seriger und serumhaltiger Nihrlosung alsdann auf die Verschiedenheit
der Bindung der H,N-R-Verbindungen durch Wagser und Serum
zuriickzufiihren sein.

Im Zusammenhang mit der Diskussion dieser Gleichgewichte
sind die folgenden Versuche zu erwihnen, die mit den zu der H,N - R-
Reihe gehérenden Verbindungen: p-Aminobenzoesdure, Sulfathiazol
und p-Aminosalicylsiure durchgefiihrt wurden.

1. Nach den Untersuchungen von M. Allgéwer!) wird Sulfathiazol
bedeutend stirker an Serum gebunden als p-Aminobenzoesiure.

2. Bei The-Kulturen wird aber die wachstumshemmende Wir-
kung der p-Aminobenzoesdure auf Tbe-Kulturen durch Serumzusatz
aufgehoben, wihrend die wachstumshemmende Wirkung des Sulfa-
thiazols durch Serumzusatz nur unwesentlich geindert wird?).

3. Andererseits gilt, dass die wachstumshemmende Wirkung der
p-Aminosalicylsdure auf The-Kulturen durch Serumzusatz nur un-
wesentlich gedndert wird, und dass aber bemerkenswerterweise, wie
E. Suter3) gezeigt hat, der in wisserigen Nahrlosungen vorhandene
antagonistische Effekt der p-Aminobenzoesdure auf die wachstums-
hemmende Wirkung der p-Aminosalieylsiure bei Serumzusatz nicht
mehr vorhanden ist.

Fir einc Deutung solcher Versuche ist es nun wichtig zu erfahren,
ob die angefiihrte Annahme gilt, dass die Bakterien in einer syn-
thetischen, wisserigen Nihrlosung und in einem serumhaltigen Néhr-
medium in ihrem reaktiven Verhalten iibereinstimmen, d.h. als
gleichartig zu betrachten sind. Eine golche Gleichartigkeit wiirde im
Experiment bedeuten, dass die The-Kulturen in beiden Medien auf
die Bindung der gleichen Menge der H,N:R-Verbindung mit der
Einstellung des Wachstums reagieren.

Da fiir die Auswertung der Ergebnisse der in in-vitro-Versuchen
ermittelten tuberkulostatischen Wirkungen fir Versuche in vivo
die Analyse dieser Serumwirkung von grosser Bedeutung ist, haben
wir es unternommen, mit Hilfe des radioaktiven APT etwas iiber die
Gleichartigkeit der Bakterien in wisserigen und in serumhaltigen
Nihrlosungen in Erfahrung zu bringen. Die starke tuberkulostatische
Wirkung des 2-(p-Aminophenyl)-thiazols und auch der isomeren Ver-

1) Helv. physiol. pharmacol. acta 2, 569 (1944).

*y E. Suter, H. Erlenmeyer, E. Sorkin und H. Bloch, Schw. Z. Path. u. Bakt. [I,
193 (1948); H. Bloch, H. Erlenmeyer und E. Suter, Exper. 3, 199 (1947).

) Helv. physiol. pharmacol. acta 6, 773 (1948).
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bindungen ist, wie wir bereits in fritheren Versuchen') ermittelt
hatten, in Néahrlosungen, die 109, Serum enthalten (Kirchner-
Milieu), nicht mehr vorhanden.

Tabelle 2.

Oberflachenkultur I Kirchner-Nahr-
in Lockemann-Nahr- losung, 10% Scrum
Verbindung 16sung enthaltend

total hemmende Grenzkonz. Mol/1

2-(p-Aminophenyl)-thiazol . 2,5-1077 1-10-8
4-(p-Aminophenyl)-thiazol. 5 -10-7 1-10-2
5-(p-Aminophenyl)-thiazol . 1 -10-7 1-10-3

Wir haben nun in Gegenwart von radioaktivem APT Wachstums-
versuche sowohl mit Vallée- als auch mit BCG-Kulturen in Ndhry-
losungen mit Zusatz von 109, Serum durchgefiihrt.

Es wurden zucrst Versuche in den Konzentrationsbereichen 5-10—%, 2,5-1074,
1,25-10~% und 6,25-10~5 Mol/l angesetzt, um mit Sicherheit ein Wachstum zu erhalten.
Es zeigte sich hierbei, dass in allen vier Konzentrationen trotz der Gegenwart von APT?)
cin diffuses Tiefenwachstum erfolgt?).

Um die Genauigkeit der Aktivitdtsmessungen zu verbessern, die, wie erwidhnt,
von der Menge der Bakterien abhingt, wurde einerseits das Material aus den vier BCG-
Kulturen, und andererseits wurden die Bakterien aus den vier Vallée-Kulturen ge-
sammelt. Die Bakterien wurden hierbei zuerst aus den einzelnen Kulturen durch Zentri-
fugieren von den Nahrlésungen abgetrennt, darauf einmal mit 5 em?® dest. Wasser ge-
waschen und erneut zentrifugiert. Die isolierten Bakterien aus den je vier Niahrlosungen
wurden nun vereinigt und noch ncunmal mit je 5 cm® Wasser gewaschen. Das bei 80° ge-
trocknete Material wurde fiir dic Ermittlung der Radioaktivitat nach der in der ersten
Mitteilung?) angegebenen Mcthode der Dircktmessung verwendet.

Die Messungen ergaben fiir die aus den Vallée-Kulturen isolierten Bakterien einen
Aktivititswert, der unter der Annahme, dass die ermittelte Radicaktivitit dem APT
zuzuordnen ist, eincm Gehalt von 0,036 » + 209, APT/mg Bakterien Trockengewicht
entspricht.

Fiir dic BCG-Bakterien ergibt die Aktivititsmessung ecinen Wert, der 0,050 y -+
25% APT/mg Bakterien Trockengewicht entspricht.

Tn cinem zweiten Versuch wurde nur in je einer Nahrlgsung, die 10% Serum und
10-4 Mol APT/] enthielt, eine Kultur von Vallée und eine solche von BCG angesetzt.
Ks erfolgte in beiden Kulturen diffuses Tiefenwachstum. Die wie oben angegeben iso-
lierten und verarbeiteten Bakterien wurden wiederum auf ihre Aktivitat gepriift.

Die Messungen ergaben fiir die aus der Vallde-Kultur isolierten Bakterien eine Ak-
tivitit, die einem Gehalt von 0,029 p -+ 20% APT/mg Bakterien Trockengewicht cnt-
spricht. Fiir die BCG-Bakterien ergab die Aktivitdtsmessung cinen Wert, der 0,035 p -
209, APT/mg Bakterien Trockengewicht entspricht.

1y H. Erlenmeyer, C. Becker, E. Sorkin, H. Bloch und E. Suter, Helv. 30, 2058 (1947).

2) Das Inokulum war bei diesen Versuchen bedeutend kleiner als bei den bisherigen
Ansitzen; iiber die Methodik siche E. Suter, H. Erlenmeyer, E. Sorkin und H. Bloch,
loc. cit.

3) Versuchsdaucr 14 Tage.

%) H. Noll, E. Sorkin und H. Erlenmeyer, loc. cit.
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Diesen Versuchen ist zu entnehmen: 1. Der in den Bakterien
ermittelte radioaktive 3°S zeigt, dass auch in Gegenwart von Serum
in der Nihrlosung das vorhandene APT mit den Bakterien in Be-
ziehung kommt und, dass die Aufhebung der wachstumshemmenden
Wirkung durch das Serum demnach nicht durch eine alleinige Bindung
des APT an das Serum bedingt ist. 2. In Wachstumsversuchen mit
Oberflachenkulturen in synthetischen N#hrlosungen wurde die fiir
eine sichere bakteriostatische Wirkung von den Bakterien aufzu-
nehmende Menge von 35S, unter der Annahme, dass die Aktivitit
dem APT zukommt, zu 0,005 ¥ oder mehr APT/mg Bakterien Trocken-
gewicht ermittelt. Die in Gegenwart von Serum von den Bakterien
aufgenommene Menge von 338 iibersteigt sowohl in den Valide- als
auch in den BCG-Kulturen diesen Wert, ohne dass jedoch hiermit
eine bakteriostatische Wirkung verbunden war.

Fiir die Deutung der Serumwirkung ist demnach auch die Mog-
lichkeit einer Nichtgleichartigkeit der Bakterien in wisserigen und
in serumhaltigen Nahrlosungen zu diskutieren.

Zusammenfassung.

Es wurde die von Tbe-Bakterien in synthetischen Nihrlosungen,
die ein mit 3*S indiziertes p-Aminophenylthiazol enthalten, auf-
genommene Menge von radioaktivem Schwefel in Abhéingigkeit von
der APT-Konzentration in der Nihrlosung ermittelt. Die fiir eine
wachstumshemmende Wirkung notwendige Aktivitit der isolierten
Bakterien wurde festgestellt.

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