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Bacteria with the ability to grow on pyrazon as sole source of carbon were isolated from soil.
They also are able to grow on antipyrin. Then three metabolites of antipyrin can be isolated from
the culture fluid which were identified as 2,3-dimethyl-1-(cis-2,3-dihydro-2,3-dihydroxy-4,6-cyclo-
hexadiene-1-yl) -pyrazolone (5) (I), as 2,3-dimethyl-1-(2,3-dihydroxyphenyl)-pyrazolone (5) (II)
and as 2,3-dimethyl-pyrazolone (5) (III), respectively. Compound I and II were used as sub-
strates for enzyme studies. A dioxygenase catalyzes the enzymatic conversion of antipyrin into
compound I. In the presence of NAD as cosubstrate compound I is transformed into compound II
by a dehydrogenase. A pure preparation of metapyrocatechase from pyrazon-degrading bacteria
converts compound II into the dephenylated heterocyclic moiety of antipyrin (III) and into 2-
pyrone-6-carboxylic acid. Based on the results of the enzymatic studies a pathway for the degrada-

tion of antipyrin is proposed.

Antipyrin wurde bereits vor der Jahrhundert-
wende als fiebersenkendes und schmerzlinderndes
Medikament in die Therapie eingefithrt und gehort
auch heute noch zu den wichtigsten Analgetika.
Uber den Metabolismus von Antipyrin im Versuchs-
tier und im Menschen liegen bereits seit ldngerer
Zeit Untersuchungsergebnisse vor 2. Untersuchun-
gen zum Metabolismus von Antipyrin in Bakterien
sind der Inhalt der vorliegenden Arbeit.

Bei unseren Studien zum Abbau von Pyrazon,
der Wirksubstanz des riibenselektiven Herbizids
Pyramin®, konnten wir aus Erdproben von verschie-
denen Stellen der Welt Bakterien isolieren, die mit
Pyrazon als alleiniger Kohlenstoffquelle wachsen 3.
Die Mehrzahl dieser Bakterienstimme ist auch in
der Lage, Antipyrin als einzige Kohlenstoffquelle
zu verwerten. Uber chemische und enzymatische
Untersuchungen zum mikrobiellen Abbau von Anti-
pyrin wird im folgenden berichtet.

Sonderdruckanforderungen an Prof. Dr. F. Lingens, In-
stitut fiir Mikrobiologie, Universitit Hohenheim, Garben-
strale 30, D-7000 Stuttgart 70.

Abkiirzungen: Antipyrin, 2.3-Dimethyl-1-phenyl-pyrazolon
(5) ; Pyrazon, 5-Amino-4-chlor-2-phenyl-3 (2H)-pyridazi-
non; I, 2.3-Dimethyl-1-(cis-2.3-dihydro-2.3-dihydroxy-4.6-
cyclohexadien-1-yl) -pyrazolon (5); II, 2.3-Dimethyl-1-
(2.3-dihydroxyphenyl) -pyrazolon (5); III, 2.3-Dimethyl-
pyrazolon (5); Dioxygenase, 5-Amino-4-chlor-2-phenyl-
3 (2H) -pyridazinon-dioxygenase ; Dehydrogenase, 5-Amino-
4-chlor-2-(2.3-cis-dihydro-2.3-dihydroxycyclohexa-4.6-dien-
1-yl)-3 (2H) - pyridazino-NAD-oxidoreductase; = Metapyro-
catechase, Brenzkatechin-0,-2.3-oxidoreductase

Material und Methoden

Gerdte

UV-Spektren wurden mit einem Zeiss-Spektro-
graphen DMR 21 aufgenommen. IR-Spektren wur-
den mit einem Leitz-Spektrographen in KBr mit
einer Mikroeinrichtung gemessen. Massenspekiren
wurden mit einem Varian MAT 311 aufgenommen.
Zur Messung des CD-Spektrums diente ein Gerit
von Cary. Das NMR-Spektrum wurde mit einem
90 MHz Gerat von Bruker aufgenommen. Zur Ziich-
tung groBerer Zellmengen diente ein 100-1-Fermentor
von Marubishi.

Chemikalien
Antipyrin stammte von Riedel de Haen. 2.3-Di-
methylpyrazolon (5) (III) wurde synthetisiert 4.
Sephadex LH 20 wurde von Pharmacia, alle iibri-
gen Chemikalien wurden von Merck bezogen.

Bakterienstamme

Es wurden die Stimme E und L der von Frohner
et al. 3 isolierten Pyrazon-abbauenden Bakterien ver-
wendet.

Ziichtungsbedingungen

Die Zusammensetzung des Antipyrin-Mineralsalz-
mediums und die Prozedur zur Ziichtung groferer
Zellmengen wurde an anderer Stelle beschrieben .
Zur Gewinnung der Antipyrinmetaboliten I und II
wurden die Bakterien in 2 1-Erlenmeyerkolben oder
im 10 ]-Fermentor kultiviert.

Diinnschichtchromatographie

Diinnschichtplatten wurden mit Kieselgel HF,;,
(Merck) beschichtet. Es wurden zwei Laufmittel-
systeme verwendet: Laufmittel 1: Benzol/Athanol/
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Aceton (9 :2:1); Laufmittel II: Butanol/Eisessig/
Wasser (4:2:1). Die Substanzflecken wurden
unter UV-Licht lokalisiert.

Isolierung und Reinigung der Antipyrinmetaboliten

Beim Wachstum der Pyrazon-abbauenden Bakte-
rien vom Stamm L in Antipyrin-Mineralsalzmedium
wurde in eintdgigen Abstinden ca. 1 ml Medium
steril entnommen. Das Medium wurde diinnschicht-
chromatographisch untersucht (Laufmittel I). Wenn
die Konzentration der Antipyrinmetaboliten I bzw.
IT einen optimalen Wert erreicht hatte, wurde die
Fermentation beendet, und die Zellen wurden aus
dem Medium durch Zentrifugation entfernt. Der pH-
Wert des Mediums wurde durch Zusatz von 1N
NaOH auf 7,0 gebracht. Danach wurde das Medium
am Rotationsverdampfer zur Trockne eingedampft
und der Riickstand mit Athanol ausgekocht. Nach
dem Abkiihlen wurde abfiltriert und das Filtrat mit
demselben Volumen an Wasser verdinnt. Diese
Losung wurde auf eine Sdule (5x 100 ¢cm) mit
Sephadex LH 20 aufgetragen. AnschlieBend wurde
die Siule mit Athanol/Wasser (1:1) eluiert. Die-
jenigen Fraktionen, die iberwiegend I bzw. II bzw.
III enthielten, wurden vereinigt und am Rotations-
verdampfer eingeengt. Die weitere Reinigung von I
bzw. II erfolgte durch Chromatographie an einer
Séule (2,5 x40 cm) mit Kieselgel Typ 60. Die Elu-
tion erfolgte mit Essigester/Athanol (70 :30). I
wurde schlieflich aus Methylenchlorid/Cyclohexan
umkristallisiert. Die Reinigung von III gelang durch
Umkristallisieren der von der Sephadex LH 20 Séule
eluierten und eingeengten Fraktionen zuerst aus
Wasser und anschlieBend aus Athanol.

Enzymtests
a) Dioxygenase

Uber Testansatz und Testbedingungen wurde an
anderer Stelle berichtet 5.

b) Dehydrogenase

In einem Gesamtvolumen von 0,5 ml wurden ge-
mischt: 0,5 uMm NAD*, 0,1 bis 0,5 um I, Enzym und
0,05 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,0 bzw. 0,4 M
Glycin/NaOH Puffer pH 9,5. Inkubiert wurde 5 min
bei 30 °C. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
0,5ml 0,5~ HCI gestoppt. Das enzymatisch gebil-
dete Brenzkatechinderivat wurde mit dem Nitrit-
Molybdatreagenz ® nachgewiesen. Die Extinktion
des roten Farbstoffs wurde bei 512 nm gemessen.
In einer zweiten Testmodifikation wurde in der
Kiivette der Anstieg des enzymatisch gebildeten
NADH bei 340 nm registriert.

¢) Metapyrocatechase

Der Test wurde in derselben Art durchgefiihrt
wie bereits beschrieben 7.

Ergebnisse

Auftreten der Antipyrinmetaboliten bei der
Fermentation

Der Stamm L der Pyrazon-abbauenden Bakterien
wurde in einem Antipyrin-Mineralsalzmedium (mit
1,5 g Antipyrin pro 1) geziichtet. Das Medium
wurde in regelmédfligen Abstdnden diinnschichtchro-
matographisch untersucht.

Nach zweitdgigem Wachstum erreichte die Kon-
zentration an Metabolit I ihren hochsten Wert und
nahm im Verlauf der folgenden Tage nur unwesent-
lich ab. Die Konzentration an Metabolit II erreichte
nach 3- bis 4tigigem Wachstum ihr Maximum und
sank anschlieBend wieder ab. Die Konzentration an
Metabolit IIT nahm im Verlauf des Wachstums

stetig zu.

Strukturaufklirung der Antipyrinmetaboliten
a) VerbindungI

Nach dem Umkristallisieren aus Methylenchlorid/
Cyclohexan fallt I in Form weifler Nadeln vom
Schmelzpunkt 136 °C an. Mit dem Perjodat-Benzi-
din-Reagenz reagiert I positiv, was fiir das Vorhan-
densein einer a-Diol-Gruppe spricht. Durch diinn-
schichtchromatographische Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dafl in 0,5N HCI aus I zwei neue
Verbindungen entstehen, die nicht mehr Perjodat-
aktiv sind. Mit 2.6-Dichlorchinon-chlorimid, einem
Reagenz auf Phenole, werden die beiden Substanzen
schwach hellbau gefarbt. I geht also in saurer Lo-
sung in der fiir ortho-Dihydrodihydroxy-Verbindun-
gen charakteristischen Weise in die beiden entspre-
chenden Phenole, das ortho- und meta-Phenol des
Antipyrins tiber (ortho-Phenol = 2.3-Dimethyl-1-
(2-hydroxyphenyl) -pyrazolon (5) und meta-Phe-
nol = 2.3-Dimethyl-1-(3-hydroxyphenyl) -pyrazo-
lon (5)).

In Ubereinstimmung mit der Existenz von zwei
asymmetrischen Kohlenstoffatomen ist Verbindung I
optisch aktiv. Das CD-Spektrum zeigt einen negati-
ven Cotton-Effekt (4pax =275 nm) und einen schwa-
cheren negativen Cotton-Effekt (Z,,y =228 nm). Im
Massenspektrum von I tritt der Molekiilpeak mit
einer relativen Intensitit von 237% bei m/e =222
auf. Wesentlich intensiver (70%) ist der M —H,0
Peak bei m/e =204. Bei m/e =205 tritt mit 647 re-
lativer Intensitit der M — OH Peak auf. Bei m/e =
175 erscheint mit 257 relativer Intensitit ein Peak,
der durch Abspaltung eines CHO-Fragments aus dem
Antipyrinphenol zu deuten ist. Der 100% Peak er-
scheint bei m/e = 98.
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Abb. 1. Infrarot-Spektrum von Verbindung I.

Eine wéalirige Losung von I zeigt im UV-Spek-
trum ein Maximum bei 255 nm.

Der Zusatz von Alkali verandert das UV-Spek-
trum nur unwesentlich, dagegen bewirkt der Zusatz
von Sdure (auf pH1) wegen des Zerfalls von I in
saurer Losung zu den beiden entsprechenden Phe-
nolen eine starke Verdnderung des UV-Spektrums.
Es treten zwei neue Maxima bei 264 und 236 nm
auf. In Abb.1 ist das IR-Spektrum von I darge-
stellt.

b) Verbindung II

Dieser Metabolit konnte in Form weiller Kri-
stalle vom Schmelzpunkt 207 °C erhalten werden.

Mit dem Nitrit-Molybdat-Reagenz auf Brenzkate-
chine und mit dem FeCl;-Reagenz auf Phenole
reagiert II positiv.

Im Massenspektrum von II ist in Ubereinstim-
mung mit der aromatischen Struktur das Molekiilion
bei mf/e=220 der intensivste Peak. Mit geringen
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Intensitidten sind noch folgende Peaks zu beob-
achten:

Mit 17% relativer Intensitdt das durch CHO-Ab-
spaltung entstehende Fragment bei m/e=191 und
auflerdem Peaks bei m/e=177 (28%), bei m/e=
163 (21%) und bei m/e=112 mit 14% relativer
Intensitdt der Antipyrin-Heterocyclus. Das UV-
Spektrum einer willrigen Lésung von Verbindung IT
zeigt bei 251 nm ein Maximum. Bei Zusatz von
Alkali (auf pH 13) ist eine starke Phenolatverschie-
bung zu beobachten. Bei 307 nm tritt ein neues Ma-
ximum mit Schulter bei 317 nm auf, ein zweites
Maximum erscheint bei 245 nm. Abb. 2 zeigt das
IR-Spektrum von II.

¢) Verbindung III
Diese Verbindung wurde in Form weiller Kri-

stalle vom Schmelzpunkt 174 °C erhalten. Synthe-

tisch gewonnenes 2.3-Dimethylpyrazolon (5) zeigte
denselben Schmelzpunkt. Der Mischschmelzpunkt
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Abb. 2. Infrarot-Spektrum von Verbindung II.
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zeigte keine Depression. Synthetisches und isoliertes
Produkt waren ebenfalls in ihrem diinnschichtchro-
matographischen Verhalten ununterscheidbar. Auch
das UV-Spektrum, das IR-Spektrum und das Mas-
senspektrum von Metabolit III und von synthetisier-
tem 2.3-Dimethylpyrazolon (5) waren identisch.

Enzymatische Versuche

a) Dioxygenase

Im zellfreien Extrakt von Pyrazon-abbauenden
Bakterien 1463t sich die enzymatische Umsetzung von
Antipyrin zu I nachweisen. Mit NADH als Co-
substrat und unter Verbrauch von O, wird Anti-
pyrin am Phenylring zur entsprechenden ortho-Di-
hydrodihydroxy-Verbindung oxidiert. Diese Reak-
tion wird von der Pyrazondioxygenase katalysiert,
einem Enzymkomplex, der aus drei verschiedenen
Proteinkomponenten besteht. Uber die Reinigung
und die Eigenschaften der Pyrazondioxygenase
wird an anderer Stelle berichtet®. Die drei Kompo-
nenten kénnen durch chromatographische Verfah-
ren voneinander getrennt und gereinigt werden.
Mit spektroskopischen Methoden wurden die Kom-
ponenten hinsichtlich ihrer Eigenschaften und ihrer
Funktion ndher charakterisiert. Demnach besteht die
Pyrazondioxygenase aus einem Flavoprotein, das
als Reduktase fungiert, weiter aus einem Eisen-
Schwefel-Protein mit der Funktion eines Elektronen-
ibertrdgers und einem weiteren Eisen-Schwefel-
Protein, welches die Umwandlung von Substrat und
Sauerstoff zum Produkt bewerkstelligt.

Die Dioxygenase setzt Antipyrin fast ebenso gut
um wie das strukturell @hnliche Molekil des Pyra-
zons. Bei einer Substratkonzentration von 1,6 mM
betrdgt der Umsatz mit Antipyrin als Substrat 93%
im Vergleich zur Reaktion mit Pyrazon (=100%).

b) Dehydrogenase

Ein Enzymextrakt aus Pyrazon-abbauenden Bak-
terien setzt in Gegenwart von NAD* I zum entspre-
chenden Brenzkatechinderivat des Antipyrins (II)
um. Im Enzymrohextrakt liegen zwei Enzyme mit
Diol-dehydrogenase-Aktivitit vor.

Durch Chromatographie lassen sich die beiden
Dehydrogenasen voneinander trennen und jeweils
fir sich reinigen (unveréffentlicht). Die beiden
Enzme unterscheiden sich deutlich in ihren Eigen-
schaften. So ist Enzym A u. a. sehr substratspezifisch
und katalysiert nur die Dehydrierung der ortho-
Dihydrodihydroxy-Verbindungen  des  Pyrazons
und des Antipyrins, wogegen Enzym B nicht sub-

stratspezifisch ist und auch die Diole, z. B. von Ben-
zol oder Toluol, in die entsprechenden Brenzkate-
chine umwandelt.

Das substratspezifische Enzym A setzt I mit 150%
um, bezogen auf den zu 1007 gesetzten Umsatz der
ortho-Dihydrodihydroxy-Verbindung Pyra-
zon. Beim wenig substratspezifischen Enzym B be-
trigt der Umsatz von I 55%. Die Prozentangaben
beziehen sich auf Messungen mit Substratkonzentra-
tionen von 0,5 mM.

von

c) Metapyrocatechase

Reinigung und Eigenschaften der Metapyrocate-
chase aus Pyrazon-abbauenden Bakterien werden an
anderer Stelle beschrieben?. Inkubiert man den
Antipyrinmetaboliten II mit reiner Metapyrocate-
chase, dann findet man im Reaktionsansatz den ent-
phenylierten Heterocyclus von Antipyrin (III) und
2-Pyron-6-carbonsdure (V). Bei dieser enzymati-
schen Reaktion tritt fiir ca. 30sec eine intensive
Gelbfdarbung im Inkubationsansatz auf. Bei dem
gelbgefarbten Zwischenprodukt handelt es sich ver-
mutlich um die bei der meta-Spaltung zunichst ent-
stehende Verbindung IV.

Bei einer Substratkonzentration von 0,4 mMm be-
triagt der relative Umsatz von II 44%, der relative
Umsatz des entsprechenden Brenzkatechinderivates
von Pyrazon 27%, wobei der Umsatz mit unsubsti-
tuiertem Brenzkatechin als Substrat auf 100% fest-
gesetzt wird.

Diskussion

Der Abbau von Antipyrin in Pyrazon-abbauen-
den Bakterien wird durch einen oxidativen Angriff
am Phenylrest des Antipyrinmolekiils eingeleitet.
Diese Oxidation wird von einer Dioxygenase kataly-
siert. In Gegenwart von NADH als Cosubstrat und
unter Verbrauch von einem Molekiil O, wird Anti-
pyrin in I umgewandelt. Der zweite Schritt des
mikrobiellen Antipyrinabbaues wird von einer De-
hydrogenase katalysiert. Mit NAD* als Cosubstrat
wird die ortho-Dihydrodihydroxy-Verbindung des
Antipyrins (I) zum entsprechenden Brenzkatechin-
derivat (II) dehydriert. I und II, die beiden ersten
Zwischenprodukte des Antipyrinabbaus, lassen sich
auch im Medium des Stammes L der Pyrazon-ab-
bauenden Bakterien nachweisen. Dagegen tritt bei
der Ziichtung von Stamm L oder Stamm E auf
Pyrazon als Kohlenstoffquelle im Medium nur das
erste Zwischenprodukt des Pyrazonabbaues, nimlich
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Schema 1. Der Abbauweg von Antipyrin in Pyrazon-
abbauenden Bakterien.

die ortho-Dihydrodihydroxy-Verbindung des Pyra-
zons, auf® Das zweite Zwischenprodukt, das ent-
sprechende Brenzkatechinderivat des Pyrazons, 1aft
sich nicht im Medium nachweisen. Diese Verbin-
dung ist nur durch enzymatische oder chemische
Synthese zuginglich®. Ziichtet man anstelle des
Stammes L den Stamm E der Pyrazon-abbauenden
Bakterien auf Antipyrin, dann lafit sich ebenfalls
nur das erste Zwischenprodukt des Abbaues (I) im
Medium nachweisen. Fiir die geschilderten Unter-
schiede im Akkumulationsverhalten — zwischen den
verschiedenen Bakterienstimmen und auf den ver-
schiedenen Kohlenstoffquellen — sind vermutlich
Unterschiede in den Enzymeigenschaften verantwort-
lich, wie unterschiedliche Substratspezifitdt und ver-
schiedenartige Regulation der Enzyme.

Im weiteren Verlauf des Abbaus wird II durch
eine Metapyrocatechase in meta-proximaler Stellung
gespalten. Hierbei entsteht zunachst instabiles IV,
das dann spontan in III und 2-Pyron-6-carbonséaure
zerfallt.

Wir nehmen an, daf} ahnlich wie bei der Um-
setzung des Brenzkatechinderivates von Pyrazon in-
stabiles IV sofort durch eine Amidase zu III und
2-Hydroxymuconsiure gespalten wird. In der Zelle
scheint dieser Schritt von vorrangiger Bedeutung
zu sein. 2-Hydroxymuconsdure wird von Pyrazon-
abbauenden Bakterien enzymatisch decarboxyliert 8.
Hierbei entsteht 2-Keto-4-hydroxyvaleriansdure, die
durch eine Aldolase zu den Intermediirstoffwechsel-
produkten Pyruvat und Acetaldehyd umgesetzt wer-
den kann 10,

Als Zusammenfassung der chemischen und enzy-
matischen Untersuchungsergebnisse ist in Schema 1
der Abbauweg des Antipyrins in Pyrazon-abbauen-
den Bakterien dargestellt. Im Endeffekt bedeutet die-
ser Abbau die Entphenylierung des Antipyrins, d. h.
von den Bakterien wird lediglich der Phenylrest des
Antipyrinmolekiils als Kohlenstoff- und Energie-
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quelle verwertet. Der Pyrazolonteil des Antipyrins
bleibt unverdndert im Medium liegen. Die Pyrazon-
abbauenden Bakterien kénnen diesen Heterocyclus
offenbar weder als Kohlenstoff- noch als Stickstoff-
quelle verwenden.

Bei den Untersuchungen zum Metabolismus von
Antipyrin in Sdugetieren wurde als erster Metabolit
das am Heterocyclus hydroxylierte 4-Hydroxyanti-
pyrin nachgewiesen !» 2. Beim Menschen sollen 20 —
40% des eingenommenen Antipyrins als 4-Hydroxy-
antipyrin im Harn ausgeschieden werden. In neuerer
Zeit wurden noch zwei weitere Antipyrinmetaboliten
nachgewiesen. Bei Versuchen mit Menschen und mit
Sdugetieren (Ratten, Mause, Meerschweinchen, Ka-
ninchen) wurden nach Verabreichung von Anti-
pyrin neben 4-Hydroxyantipyrin auch groflere Men-
gen an 3-Hydroxymethylantipyrin nachgewiesen 1.
Bei der gaschromatographischen Analyse des Urins
von Menschen und von Versuchstieren konnte als
weiterer Antipyrinmetabolit 3.4-Dihydroxyantipyrin
identifiziert werden 12. Die Autoren vermuten, daf}
dieser Metabolit iiber eine Epoxid-Zwischenstufe ge-
bildet wird.

Alle bisher im Sédugetier nachgewiesenen Meta-
boliten sind Verbindungen, welche am Heterocyclus
des Antipyrins verdndert sind.

Der hier vorgestellte, an Bakterien aufgeklarte
Abbauweg zeigt dagegen erstmals, dall auch der
Phenylrest des Antipyrins angegriffen und letztlich
oxidativ entfernt werden kann.

Wir danken dem Fonds der Chemischen Industrie
und der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir
Unterstiitzung dieser Arbeit.
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