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Fig. 2. Effect of poliovirus inhibitors on the leucine uptake by infected
cells. HEpZ monolayers were infected with 50 PFU/cell and incubated
at 37°C. Inhibitors were added at time 0. Incorporation of H® leucine
(0.1 uCi/ml, 1 h pulses) in uninfected cells {(O—O) or infected cells
(®—@), maintained in Hank’s BSS supplemented with AMD 2 p.g/ml
and in infected cells maintained in the same medium containing
guanidine FC1 300 (rg/ml (A — A), p-penicillamine 150 pg/ml (0 —0);
HBB 150 pg/ml (A—A), S-7 250 y.gfml (W — M), and guanidine HCl
300 pg/ml + S-7 250 ggfml (X — X ).

tral red was measured at 530 nm. For more details see
previous papers®.

Results. The data in Figure 1 show that, like guanidine,
D-penicillamine and HBB, also S-7 prevents virus RNA
replication, infectious virus production and CPE. How-
ever (Figure 2), only the thiopyrimidine is able to prevent
the sudden decrease in leucine uptake which occurs within
3 h after infection and is ascribed to the sprogramming ac-
tivity of virus proteins on cell polyribosomes®. Since the
thiopyrimidine exerts this action also in cells in which

- virus proteins are reduced by guanidine, it can be assumed

that S-7 prevents a virus-induced blockade of cell protein -

synthesis. The thiopyrimidine does not seem to exert this

effect through a direct protection of cell polyribosomes, as *

other authors have observed for chloroquine in Newcastle
Disease virus infected cells 1, but rather by acting on virus
cycle. In fact no such effect can be seen in cells infected
with the $-7 resistant variant of poliovirus (Figure 3).

The above results show that, contrary to what has been
observed up to now for guanidine!?, D-penicillamine??,
and HBB?, specific inhibitors of virus synthesis can also
prevent the virus-induced damage in cell metabolism
which causes cell death even when virus replication is in-
hibited 4.
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Fig. 3. Effect of S-7 on the blockade of cell protein synthesis induced
by & S-7 resistant strain of poliovirus 1. HEp2 cell monolayers were
infected with 50 PFU/cell and incubated a 37°C in Hank’s BSS
containing AMD (2 p.g/ml), with or without $-7 (250 y.gfml). Incorpo-
ration of H3 Uridine (0.3 p.Cijml from time 0) (U) and of H3 Leucine
(0.1 pCijml, 1 h pulses) (L) in uninfected cells (0 — 0}, in infected
cells (@—@) and in infected cells maintained in 8-7 250 ug/ml{A— A).

Riassunto. Contrariamente ad altri inibitori specifici dei
poliovirus che prevengono RNA-sintesi virale ed effetto
citopatologico, ma non hanno effetto sui danni precoci che
I'infezione induce nel metabolismo cellulare, un derivato
tiopirimidinico ¢ anche capace di impedire il blocco pre-
coce, virus indotto, delle proteino-sintesi cellulari.
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Versuche zur Wirkungssteigerung der Kombination Sulfamethoxazol JTrimethoprim durch EDTA

und Levallorphan an Escherichia coli

In letzter Zeit wurden verschiedentlich Versuche unter-
nommen, die Wirkung von Antibiotika durch EDTA
(Aethylendiamintetraessigsiure) zu steigern. Ein solcher
Effekt, bestehend in einer verstarkten Wirkstoffaufnahme
in die Bakterienzelle, ist durchaus zu erwarten, da durch
die Bindung zweiwertiger Metallionen tiefgreifende Ver-
anderungen in der Zellwand auftreten'. Eine synergistische
Wirkung von EDTA mit verschiedenen Antibiotika konn-

te allerdings nicht generell festgestellt werden? 3. Die Er-
gebnisse variieren von Stamm zu Stamm und auch mit
dem jeweils gepriiften Antibiotikum.

RawaL und Owen*? fanden, dass EDTA die Wirkung
der Kombination Sulfamethoxazol/Trimethoprim (SMZ/
TM) bei Pseudomonas verstirkt, bzw. dass erst durch diese
Kombination primér resistente Keime in vitro anspre-
chen. Da andererseits EDTA auch bei E. coli zu einer Wir-
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Fig. 1. Synergismus der Kombination SMZ/TM an E. coli in Minimal-
medium mit 0,19 Casamino acids. Aufgetragen sind die «fractional
inhibitory concentrations ».

kungssteigerung von Tefracyclinen und Penicillin V
fithrte?, erschien es interessant, den Einfluss von EDTA
auf die Kombination SMZ/TM auch an E. coli zu iiber-
priifen.

Die gegenseitige Beeinflussung der verschiedenen Sub-
stanzen wurde nach der Methode von ErIoN et al.? ermit-
telt. Zur Errechnung der «fractional inhibitory concen-
trations » wurden diejenigen Konzentrationen verwendet,
die zu einer Wachstumshemmung von 509, {abgelesen als
Tritbung bei 600 nm) fithrten. Das Wachstum erfolgte in
10 ml Minimalmediumé, mit oder ohne Zusatz von 0,1%
Casamino acids, bei 37°C iiber 24 h. Im Isobologramm lie-
gen bei iiberadditiver Wirkung die sich entsprechenden
Indices in Richtung zum Nullpunkt. Figur 1 zeigt die nach
dieser Methode erhaltene synergistische Wirkung der
Kombination SMZ/TM.

Es wurde zunichst gepriift, ob die Einzelkomponenten
SMZ bezw. TM mit EDTA (Dinatriumsalz) eine Wirkungs-
steigerung zeigen. Eine solche konnte weder mit SMZ noch
mit TM gefunden werden. Erwartungsgemaiss zeigte sich
auch bei der Kombination SMZ/TM (im Verhiltnis 10:1)
mit EDTA nur eine rein additive Wirkung. Es wurden die
gleichen negativen Ergebnisse bei Versuchen in verschie-
denen Medien erhalten.

Sowohl TM als auch SMZ sind in sehr niedrigen Kon-
zentrationen wirksam und gelangen offensichtlich gut in
die Bakterienzelle. Es wurde daher untersucht, ob ein po-
sitiver Effekt von EDTA auf die Wirkstoffaufnahme vor-
handen ist, wenn es mit dem schlechter permeierenden
Sulfanilamid kombiniert wird. Unter den Testbedingun-
gen waren 185 pg/ml Sulfanilamid nétig, um das Wachs-
tum von E. coli um 50%, zu hemmen, wihrend von SMZ
1 pug/ml(als Natriumsalz) gentigten. Ebenso wie SMZ zeigte
jedoch auch Sulfanilamid in Gegenwart von EDTA keine
gesteigerte Wirkung (Figur 2).

Ahnlich wie EDTA, das Verinderungen an der Zell-
wand verursacht, beeinflusst Levallorphan (I-3-Hydroxy-
N-allyl-morphinan) die Permeabilitit der Plasmamem-
bran?. Die Moglichkeit, durch Kombination von TM bzw.
SMZ mit Levallorphan (als Tartrat) zu einer Wirkungs-
verstarkung zu gelangen, was theoretisch von Interesse
wére, wurde daher gepriift. Hinweise auf einen iiberaddi-
tiven Effekt konnten jedoch weder mit SMZ noch mit TM
erbracht werden.

Es wurde somit in vitro bei E. coli in keinem Fall eine
positive Beeinflussung der minimalen Hemmkonzentra-
tionen sowohl der Einzelkomponenten als auch der Kom-
bination SMZ/TM durch gleichzeitige Gabe von EDTA
bzw. Levallorphan gefunden. Eine iiberadditive Wirkung
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Fig. 2. Wirkung der Kombination von EDTA mit Sulfanilamid auf
E. coli. Bedingungen wie in Figur 1.

ist somit, wie auch von anderen Autoren bestdtigt wird,
keineswegs generell zu erwarten®. EDTA scheint daher
vor allem bei speziellen Zellwandverhiltnissen, wie sie
z.B. bei Pseudomonas vorliegen?®, zu einer Steigerung der
Wirkstoffaufnahme zu fithren?®. Eine chemotherapeuti-
sche Anwendung von Kombinationen mit EDTA er-
scheint sehr fragwiirdig, zumal vereinzelte Ergebnisse,
welche in vitro positiv waren, sich in vivo nicht bestitig-
ten?®.

Summary. EDTA, which is reported to potentiate the
action of some antibiotics and chemotherapeutics in
various bacterial strains, showed only additive effects in
E. coli, when combined with trimethoprim or sulfame-
thoxazole, either singly or together. Neither was a poten-
tiation seen with sulfanilamide, the permeation and effec-
tiveness of which is less pronounced than that of sulfa-
methoxazole. The same negative results were obtained
with levallorphan, which leads to alterations in the cell
membrane. EDTA may therefore be of chemotherapeutic
interest only in special cases, e.g. in Pseudomonas species
which possess a highly EDTA-sensitive cell wall.

R. THEN

Abtetlung fir Experimentelle Medizin der
F. Hoffmann-La Roche & Co. AG, CH-4002 Basel (Schweiz),
7. April 1972,
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