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Von Doz. Dr. ADOLF WACKER, Dr. H. GRISEBACH,
Dipl.-Chem. A. TREBST und
Prof. Dr. FRIEDRICH WEYGAND

Aus dem Chemischen Instilut der Universitit Tibingen

Bei allen Bakterien kann man die Sulfonamid-Hemmung mit
p-Aminobenzoesiure aufheben!), dagegen nur bei einem Teil der
Bakterien auch mit Folsiure?:®). Da die p-Aminobenzoeséure in
der Folsiure-Molekel enthalten ist, kdnnte in der Stdrung der
Folsdure-Synthese — das Sulfonamid verdringt die p-Aminoben-
zoesdure — der Wirkung8mechanismus der Sulfonamide beruhen.
Es war aber unklar, welche Aufgabe die p-Aminobenzoesiure im
Stoffwechsel derjenigen Bakterien hat, bei denen die Folsiure
nicht enthemmtt). Um dies zu kldren, haben wir bei beiden Grup-
pen von Bakterien Untersuchungen mit Hilfe von p-Aminoben-
zoesiure-[carboxyl-14C] und Folsiure-[2-1*C]®) ausgefiihrt.

Synthese von p-Aminobenzoesiure-[carboxyl-24C]:

a) K"“CN wurde nach der Vorschrift von J. K. Jeanest) in
95proz. Ausbeute dargestellt.

b) p-Nitrobenzoesiure-foarboxyl-14C]: 0,2 g p-Nitroanilin
(1,5 mMol) wurden diazotiert. Die Diazoniumsalzlésung wurde
nach dem Neutralisieren mit Calociumcarbonat in eine 40 °C warme
Losung von 65 mg K!CN (1 mMol, Aktivitdt 2,73 mC/mMol) +
30 mg CuCN7?) in 2 cm® Wasser einflieBen gelassen. Nachdem
1 h bei 40 °C gehalten worden war, wurde das Nitril mit 2 em®
Natronlauge durch Erhitzen auf 100 °C (1 h) verseift. Nach Subli-
mation im Hochvakuum Ausb. 60 mg (36 % d. Th., ber. auf
KMCN).

6) p-Aminobenzoesiaure-[carboxyl-1¢C}: p-Nitrobenzossiure
wurde mit H,/PtO, in Athanol bei Zimmertemperatur reduziert
und durch Sublimation im Hochvakuum gereinigt. Ausb. 47 mg
(349% d. Th., ber. auf K¥CN), Fp: 189 °C.

Ziichtung der Bakterien: Herkunft und Ziichtung der Stimme
Enterococcus Stei, B. coli 1883 Co, sowie Zusammensetzung des
Nahrmediums 8.8).

Ergebnisse:

a) Versuche mit Enterococcus Stei und p-Aminobenzoesiure-14C.

Bei diesem Bakterienstamm 148t sich die Sulfonamid-Hemmung
nichtkompetitiv®} mit Folsaure autheben. — Das Nahrmedium ent-
hielt 1 v/om?® Sulfathiazol und 0,1 y/em® p-Aminobenzoesiure-1C,
Bebriitung 48 h, Aufarbeitung der Bakterien: Abzentrifugieren
vom Kulturmedium, waschen mit Wasser, einige Male einfrieren
und wieder auftauen, danach versetzen mit der auf Trockenge-
wicht berechneten Menge Aluminiumpulver und wenig Wasser,
im Porzellanmorser 1 bis 2 h kriftig zerreiben, 15 min im Wasser-
bad auf 100 °C erhitzen und bei 15000 Umdrehungen/min zen-
trifugieren. Der leicht gelbe Extrakt wurde chromatographiert in
Phosphatpuffer vom pg 7!°); Citronensdure-Ammoniak vom
pg 9'1); Athanol-n-Butanol-2n Ammoniak-Wasser'?) und Me-
thanol-2n Ammoniak!?).

In allen Systemen zeigte. das Papierchromatogramm nur einen
Flecken, der radioaktiv war. Bei der mikrobiologischenAustestung
der Chromatogramme auf Wuchsstoffe fiir Streptococcus faecalis
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R!¥) und Leuconostoc cilrovorum 80811%) fanden wir ebenfalls
nur diesen Flecken, mit Wuchsstoffaktivitit fiir beide Testst&mme.

Beim Vergleich des RF-Wertes unserer in dem Bakterienextrakt
gefundenen radioaktiven und wuchsstoffaktiven Substanz mit
Folstiure und synthetischer Tetrahydro-formyl-folsiure!®) zeigte
sich, dall das Stoffwechselprodukt der p-Aminobenzoesiure-14C
keine Folsdure ist (Lsungsmittelgemische nach!® 11}), Obwohl
die Substanz einen dhnlichen Rp-Wert wie Tetrahydro-formyl-
folsdure hat, ist sie mit ihr nieht identisch, was besonders Misch-
chromatogramme zeigen.

‘b) Versuche mit B. ¢oli 1883 Co und p-Aminobenzoesiure-14C.

Bei diesem Bakterienstamm 148t sich die Sulfonamid-Hem-
mung nicht mit Folsiure aufheben, woh! aber mit p-Amino-
benzoestiure®). — Das Nahrmedium enthielt 30 y/em® Sulfathiazol
und 1 vy/oem® p-Aminobenzoeséure-4C. Aufarbeitung der Bak-
terien 8. unter a). Auf den Papierchromatogrammen wurde wie
bei dem Versuch mit Enlerococcus Stei nur eine Substanz gefun-
den, die radioaktiv war und gleichzeitig Wuchsstoffaktivitat bei
Sc. faecalis R und L. citrovorum 8081 besal. Mischchromato-
gramme mit der aus Enterococcus Stei isolierten Verbindung lieSen
keinen Unterschied erkennen.

¢) Versuche mit Enterococcus Stei und Folsdure-[2-14C). Das
Néhrmedium enthielt 0,1 y/em® Fols&ure-1C. Nach dem Abzen-
trifugieren wurden die Bakterien mit Wasser, Alkohol und Ather
gewaschen. Zur Messung der Radioaktivitdt wurden die getrock-
neten Bakterien unter hohem Druck in kleine Scheibehen ge-
preft!?}). Dadurch erhilt man bei gleichen Einwagen Bakterien-
priparate, deren Radioaktivitit exakt vergleichbar ist. Aktivi-
tit: z. B. 90 Imp./min (Glockenzahlrohr). Bei der Aufarbeitung
nach a) zeigte sich, daB aus Folsaure-[2-14C] die gleiche Verbindung
entsteht wie aus p-Aminobenzoesiure-14C. Lediglich die Mar-
kierung mit 4C ist verschieden.

d) Versuche mit B. coli 1883 Co und Folsiure-[2-14C]. Das Nahr-
medium enthielt 0,1 y/om® Folsiure-14C., Aufarbeitung s. ¢). Er-
gebnis: Die Bakterien waren nicht radicaktiv.

Diskussion: Durch die Verwendung von p-Aminobenzoe-
sdure-[carboxyl-1¢C] erbrachten wir den Beweis, daB die p-Amino-
benzoesdure als Baustein fiir die Synthese einer Verbindung ge-
braucht wird, die groSe Ahnlichkeit mit Tetrahydro-formyl-fol-
sdure hat, mit ihr aber nicht identisch ist. Wir glauben, daB das
von uns isolierte Stoffwechselprodukt der p-Aminobenzoesiure
Coenzym F darstellt's). Das UV-Spektrum geigt ein Maximum
bei 260 my. (pg 7) und die Verbindung fluoresziert schwach blau
auf den Papierchromatogrammen?®), Da die Substenz ein Wuchs-
stoff fiir L. citrovorum 8081 ist, muf sie zumindest eine formylierte
und hydrierte Folsdure-Verbindung sein.

Bei Bakterienstimmen, bei denen die Folsiure die Sulfonamid-
Hemmung nicht aufhebt, wird die p-Aminobenzoesiure ebenfalls
nur fiir die Synthese des Coenzyms F als Baustein gebraucht.

Die Sulfonamide hemmen somit bei allen Bakterien durch die

‘Verdringung der p-Aminobengzoesiure die Synthese des Coen-

zyms F, wodurch es dann zu einer Hemmung des Bakterienwachs-
tums kommt3?).

Aus den Versuchen mit Folsiure-14C erklirt sich auch, warum
bei B. coli*!) die Folsaure die Sulfonamid-Hemmung nicht auf-
hebt: Bei B. coli ist die Folsiure selbst kein Intermedidrprodukt
auf dem Wege von der p-Aminobenzoesiure zum Coenzym F.
Es fehlen die Rezeptoren zur Bindung von Folsaure. Damit finden
auch zwei andere Tatsachen ihre Erklarung. Einmal ist es nicht
mbglich bei B. coli eine Folsiure-Mangelmutante zu erzeugent?)
und weiterhin hemmt Aminofolsiure das Wachstum von B. coli®)
nicht. — Eine ausfithrliche Mitteilung wird in der Z, Naturforschg.
folgen.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Verband der
Chemischen Indusirie — Fonds der Chemie — danken wir bestens
fir die Unterstiilzung dieser Arbeit.
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i4) Der Stamm wichst mit allen Derivaten der Folsdure.

15) Der Stamm wiichst nur mit Tetrahydroformylfolsjure (= ,fo-
linic acid*).
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